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1. Química covalente dinámica 
La química está en el interfaz entre la física, la biología, la medicina, la ingeniería, 
la ciencia de materiales, etc., por lo que a menudo se considera una ciencia central. 
Como tal nos ofrece la posibilidad de comprender los fenómenos subyacentes que rigen 
la Naturaleza. La química, y más particularmente la química orgánica, también permite 
diseñar y construir moléculas, ensamblarlas en estructuras complejas, hacer que 
reaccionen a los estímulos, reconocer otras moléculas y, en general, realizar todo tipo 
de tareas con la limitación del conocimiento actual y nuestra imaginación. La 
construcción de moléculas con las herramientas de la química orgánica no es diferente 
a la construcción de un objeto en el mundo macroscópico. De la misma manera que un 
clavo crea un vínculo fuerte y permanente entre dos entidades, el enlace covalente uné 
dos átomos o moléculas de una manera fuerte y permanente. Sin embargo, cuando se 
desea disponer de uniones no tan fuerte que permitan un intercambio rápido, por lo 
general las fuerzas intermoleculares cumplen esta función. Estas uniones desempeñan 
en el mundo microscópico un papel similar a los desempeñados por los imanes o el 
velcro a nivel macroscópico. Entre ambos tipos de uniones se encuentra el tornillo, una 
unión empleada en la construcción que es tan fuerte como un clavo pero que puede ser 
eliminado fácilmente con la herramienta adecuada. El equivalente químico de los 
tornillos serían los enlaces covalentes reversibles. Las reacciones que involucran los 
enlaces covalentes se realizan generalmente bajo el control cinético, ya que la 
selectividad de una reacción es, en estos casos, determinadas por las energías relativas 
del estado de transición de la etapa determinante de la transformación. Solo aquellas 
transformaciones que se realizan a elevadas temperaturas y que permiten que se 
alcance el equilibrio entre los distintos componentes de una mezcla conducen al 
producto termodinámicamente más estable. 
Los procesos guiados por las fuerzas intermoleculares, como son los procesos 
supramoleculares, dan lugar, por lo general, a las especies termodinámicamente más 
estables.1 En estos procesos, que son dinámicos, se puede corregir errores al desechar 
los componentes defectuosos que no encajan en la construcción supramolecular que 
conduce al mínimo termodinámico. Otra ventaja es la posibilidad de revertir el proceso 
                                                          




cambiando las condiciones de reacción. Uno de los principales problemas de los 
sistemas no covalentes radica, sin embargo, en su baja estabilidad cinética, lo que 
complica su aislamiento, caracterización y aplicación. La química dinámica covalente 
está en el cruce de estos dos enfoques, combinando los conceptos de los productos 
termodinámicamente más estables y la solidez de los enlaces covalentes y su estabilidad 
cinética.2 La reversibilidad de una reacción bajo control termodinámico implica que los 
productos obtenidos vienen determinados por sus estabilidades relativas o lo que es lo 
mismo por su constante de equilibrio, lo que permite la ``correción de errores´´ 
anteriormente mencionada.3 A diferencia de los productos termodinámicos no 
covalentes, los intercambios de los procesos basados en los enlaces covalentes 
dinámicos son generalmente bastante más lentos, alcanzando el equilibrio en un tiempo 
significativamente más largo. 
 
Figura 1. La preparación de receptores sintéticos basados en la formación de un enlace 
covalente dinámico a partir del intercambio reversible de varios componentes. La adición de una 
molécula que actue como molde a la biblioteca cambiará la distribución de los componentes, 
amplificando el componente formando el complejo más estable con la plantilla.4 
La química covalente dinámica se ha definido como una química adaptable.5 Esto 
significa, prácticamente, que el uso de los procesos dinámicos (por ejemplo, los enlaces 
covalentes reversibles) permite el intercambio de diferentes componentes para crear 
sistemas con diferentes mínimos termodinámicos en respuesta a las distintas 
condiciones o estímulos, como el disolvente, la temperatura, el pH, la luz, un catalizador, 
etc. Los enlaces covalentes dinámicos se pueden definir como enlaces fuertes, estables 
y permanentes bajo ciertas condiciones, mientras que se forman, rompen o 
                                                          
2 Gasparini, G.; Molin, M. D.; Lovato, A.; Prins, L. J.; in Supramolecular 241 Chemistry, John Wiley & 
Sons, Ltd, Chichester, UK, 2012. 
3 Rowan, S. J.; Cantrill, S. J.; Cousins, G. R. L.; Sanders, J. K. M.; Stoddart, J. F. Angew. Chem. Int. Ed., 
2002, 41, 898-952. 
4 Otto, S.; Furlan, R. L.; Sanders, J. K. Science, 2002, 297, 590-593. 





intercambian en otras condiciones. Es decir, los enlaces covalentes reversibles son 
especialmente atractivos en procesos dinámicos porque pueden ser tan estables como 
cualquier enlace covalente, pero se pueden intercambiar como los enlaces no 
covalentes, según las condiciones.6,7 Adicionalmente, la reinstauración de las 
condiciones iniciales conduce a la recuperación de los productos de partida. Esta doble 
naturaleza los convierte en herramientas ideales para la construcción de sistemas 
supramoleculares reforzados.8 La creación de sistemas funcionales sintéticos a partir de 
los componentes más sencillos es uno de los grandes retos de la química. Hoy en día son 
cada vez más frecuentes las condiciones basadas en la combinación de enlaces 
covalentes para la construcción de los sistemas supramoleculares.  En estos sistemas los 
enlaces no covalentes se utilizan para construir las estructuras termodinámicamente 
más estables mientras los enlaces covalentes reversibles se utilizan para atrapar o 
reforzar las estructuras supramoleculares resultantes.9 Un ejemplo representativo de 
este uso combinatorio de ambos tipos de enlaces es la formación de dímeros covalentes 
de péptidos cíclico desarrollado por Ghadiri (Figura 2).10 En ella, un péptido cíclico de 
configuración alternante (D,L-α-CP) que contiene homoalilglicinas forma dímeros en 
disolventes no polares. Cuando esta disolución se trata con el catalizador de Grubbs, se 
produce la reacción de metátesis y con ello el atrapado de uno de los dímeros que ya se 
pueden disolver en medios polares sin que se disocien ni se convierta en el otro 
dímero.11 Entre las interacciones no covalentes cabe destacar los enlaces de hidrógeno, 
los enlaces de halógeno, los pares iónicos, las interacciones hidrofóbicas, las 
interacciones π-π e interacciones π-catión.12 Los enlaces dinámicos más utilizados son 
los enlaces disulfuro, las hidrazonas y las oximas, las iminas, los tioésteres, e incluso, 
como ya se comentó las olefinas, etc. 
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Figura 2. Estrategia sintética para la obtención de la especie dimérica en disolventes no polares 
mediante una reacción de metáteis. 
2. Tipos de enlaces en sistemas dinámicos 
2.1. Hidrazona y oxima 
Los enlaces hidrazona y oxima son las uniones covalentes dinámicas más clásicas 
y ampliamente utilizadas que ya aparecen mencionadas en las publicaciones científicas 
del año 1880.5,13 Estos enlaces se forman por condensación entre derivados carbonílicos 
(cetonas o aldehídos) e hidracinas o O-alquilhidroxilaminas, en las que se libera una 
molécula de agua. Las condiciones óptimas de estas reacciones tienen lugar en 
condiciones ligeramente ácidas (pH = 4-6). El mecanismo de reacción clásico implica el 
ataque del α-nucleófilo (hidrazida o aminohidroxi) catalizado por la protonación grupo 
carbonilo, seguido de la eliminación de una molécula de agua para formar el producto 
de oxima o hidrazona.14 El paso limitante de la formación de las hidrazonas y las oximas 
varía con el pH del medio. El paso limitante de la velocidad de reacción es el ataque 
nucleofílico sobre el carbonilo cuando la reacción se realiza a un pH inferior a 3, mientras 
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que la etapa de deshidratación es el paso limitante de la velocidad cuando la reacción 
se realiza a un pH entre 3 y 7 (Figura 3). 
 
Figura 3. Mecanismo de la formación de la hidrazona u oximas.  
Estas transformaciones químicas tienen varias características que las hacen 
extremadamente adecuadas para las conjugaciones con biomoléculas. Primero, las 
reacciones se pueden llevar a cabo de forma selectiva y eficiente, en condiciones suaves 
y en medio acuoso, algo que es casi obligatorio con muchos compuestos biológicos. En 
segundo lugar, las reacciones ocurren entre un carbonilo de una cetona o un aldehído y 
un nucleófilo fuerte con el consiguiente desprendimiento de una molécula de agua 
como único subproducto. Por lo tanto, estas transformaciones son compatibles con la 
mayor parte de las biomoléculas y con las condiciones biológicas. En tercer lugar, el 
equilibrio de las reacciones está bajo control termodinámico y la cinética o la estabilidad 
del producto pueden ajustarse fácilmente mediante la modificación de las condiciones 
de reacción o de la especie reactiva. Aunque estas transformaciones químicas son 
herramientas poderosas para la conjugación de biomoléculas, tiene algunas limitaciones 
para su aplicación, como la inestabilidad en el medio acuoso, la lenta cinética de 
reacción a pH fisiológico y la escasa reactividad con sustratos como las cetonas. Por 
contra, es compatible con la mayoría de los grupos funcionales presentes en las 
biomoléculas, pero necesita instalar en las biomoléculas uno de los grupos precursores, 





La formación de las hidrazonas se ha estudiado durante mucho tiempo,15,16 
siendo una de las primeras reacciones utilizadas para bioconjugaciones debido a su 
ortogonalidad biomolecular y porque los dos componentes, la hidrazina y el carbonilo, 
pueden instalarse fácilmente en moléculas pequeñas. La formación de las hidrazonas se 
puede hacer a pH neutro, aunque el proceso es lento,17 mientras que la disminución del 
pH, generalmente, aumenta su velocidad, al activar el carbonilo en el paso de adición y 
acelerar la deshidratación por la protonación del oxígeno carbonílico para formar la 
molécula de agua que actúa como un buen grupo saliente.18 Las hidrazonas pueden 
prepararse a partir de alquil-, aril- o acil-hidracinas, esta última también denominadas 
hidrazidas, así como aril- o alquil-aldehídos o cetonas.  
 
Figura 4. Condensación de una hidrazina con un carbonilo para dar lugar a una hidrazona. R, R1 
y R2=Alquil, aril, acil. 
Los estudios realizados por el grupo de E. Kool en Stanford sobre este tipo de 
transformaciones llevó al desarrollo de una biblioteca bastante amplia de reactivos para 
estudiar la formación de hidrazonas a pH fisiológico en agua.19 Además, para las 
hidracinas descubrieron que la nucleofilia del grupo amino reactivo dependía de las 
propiedades electrónicas del sustituyente (R). Los compuestos alquílicos por lo general 
son más reactivos que los aromáticos. Dentro de estos últimos los derivados con anillos 
ricos en electrones son más reactivos que los que poseen un grupo que retira carga. Con 
respeto a los derivados carbonílicos, las cetonas son, por lo general, menos reactivas 
que los aldehídos, y entre los aldehídos, los alifáticos son los más reactivos. La presencia 
de grupos dadores en los sustituyentes arílicos de los aldehídos mejora la formación, 
aunque estos efectos son moderados. Las hidrazonas son estables en condiciones 
neutras o condiciones básicas, pero se hidrolizan con cierta facilidad en condiciones 
ácidas y en presencia de otras hidrazidas. 
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Otra forma de acelerar la formación de una hidrazona es mediante el uso de un 
catalizador. Probablemente el catalizador más conocido y antiguo para esta reacción es 
la anilina.20 El trabajo realizado por Cordes21 con semi-carbazonas estableció las bases 
de esta catálisis en la formación de oximas,22 que fue extendido a hidrazonas por el 
grupo de Dawson.23,24 Sin embargo, la catálisis con anilina a menudo requiere de 
concentraciones de esta sustancia relativamente altas, por lo que su uso en aplicaciones 
biológicas es problemático debido a su toxicidad.25 En los últimos años se trató de 
desarrollar otros catalizadores,20 siendo el más exitoso los O-aminofenoles surgidos del 
trabajo que se llevó a cabo en el grupo Kool, con sus bibliotecas de catalizadores.26,27 Los 
autores intentaron producir mejores catalizadores aumentando la nucleofilia del grupo 
amino mientras se introducía un dador de protones intramolecular (Figura 5). En este 
caso la presencia del grupo fenólico actúa como un dador de protones acelerando la 
etapa de deshidratación. 
 
Figura 5. Mecanismo propuesto para la catálisis en la formación de la hidrazona catalizado por 
O-hidroxianilina. 
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El enlace hidrazona puede verse como análogo al enlace imina, sin embargo, las 
hidrazonas son, en general, más estables que éstas y, por tanto, son más adecuados para 
los procesos supramoleculares, ya que son más fáciles de mantener inertes en 
determinadas condiciones.28 La mayor estabilidad de las hidrazonas sobre las iminas se 
atribuyen a la donación electrónica del nitrógeno de las hidrazonas que aumentan la 
densidad de la carga en el carbono hidrazónico (véase formas resonantes en la figura 6), 
lo que reduce su electrofilia y, en consecuencia, ralentiza la hidrólisis.29 
 
Figura 6. A) Intercambio de hidrazina/hidrazona. B) Mecanismo propuesto para el intercambio 
de hidrazona. C) Principales formas resonantes de una hidrazona y una acilhidrazona. 
El mecanismo para el intercambio de hidracinas se puede considerar análogo al 
de la formación de las hidrazonas, tal como se muestra en la Figura 6B, con una hidracina 
actuando como nucleófilo para substituir la hidracida inicial de la hidrazona. Este 
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proceso, al igual que la formación de hidrazonas se cataliza en medio ácido. Por tanto, 
el mecanismo de esta reacción procede de una manera similar a lo ya descrito para su 
formación. La gran variedad de ejemplos de sistemas dinámicos basados en hidrazonas 
es una clara indicación de su versatilidad y utilidad.30 Un ejemplo interesante es el 
trabajo del grupo Sanders con un bloque de construcción divalente que poseía tanto un 
grupo carbonílico como una hidrazida en su estructura (Figura 7).31 Los autores 
demostraron mediante trabajos previos que el dipéptido carbonilhidracínico, en medio 
ácido condensaba formando macrociclos de diferentes tamaños. Cuando esta 
transformación se llevaba a cabo en presencia de acetilcolina se forma un 2-catenano 
constituído por dos anillos simétricos entrelazados (Figura 7).32,33  La formación 
mayoritaria de dicho catenano tenía lugar por el reconocimiento molecular selectivo de 
este receptor y la acetilcolina que daba lugar a una especie termodinámicamente más 
estable. Estos descubrimientos dieron lugar al resurgimiento de la química combinatoria 
dinámica.34,35 
 
Figura 7. Formación del macrociclo a partir del compuesto divalente que contiene el enlace 
hidrazida. 
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Más recientemente se han diseñado interruptores moleculares a través del uso 
de los enlaces hidrazona. Un ejemplo representativo del uso de las hidrazonas es su 
versatibilidad para transformarlas fácilmente, usando reacciones sencillas de un solo 
paso, con el objetivo de simplificar su síntesis y estructura, tal como el desarrollo de 
interruptores moleculares activados por la luz visible (Figura 8).36 
 
Figura 8. Derivado de hidrazona cuya geometría puede ser modificada por efecto de la luz. El 
isómero E se obtiene mediante la irradiación con luz, mientras en condiciones ácidas se 
reequilibra para dar lugar al isómero termodinámicamente más estable. 
2.2. Disulfuro 
Los enlaces disulfuros se forman mediante la oxidación de los tioles (Figura 9). 
Esta reacción juega un papel determinante en la estructura de las proteínas, donde las 
cisteínas se transforman en cistinas y en el que los enlaces disulfuro resultantes 
desempeñan un papel esencial en la estabilización de la estructura tridimensional de las 
proteínas.37,38 Gracias a estos enlaces se refuerza la estabilidad de las estructuras 
terciarias y cuaternarias de múltiples proteínas. Además, estos enlaces juegan un papel 
funcional crucial en las proteínas involucradas en procesos redox como la tiorredoxina.39 
 
Figura 9. Interconversión de los tioles y los disulfuros mediante procesos de 
oxidación/reducción. 
Por todo ello es comprensible que el estado de oxidación del azufre en las 
enzimas juega un papel determinante en su actividad. La modulación de la oxidación de 
las proteínas en las células tiene lugar mediante tres procesos diferentes. En primer 
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lugar, por oxidación de los tioles, muy a menudo esto tiene lugar por especies de oxígeno 
en la célula. Alternativamente se puede llevar a cabo mediante una reducción con 
agentes reductores como los dinucleótidos de nicotinamida.40 Finalmente, también se 
puede regular mediante el intercambio entre un tiol y un disulfuro. En estos casos el 
glutatión es el reactivo que desempeña generalmente este proceso en el citoplasma 
celular.41 Este proceso de escisión de los enlaces disulfuro llevado a cabo por el glutatión 
es una de las principales razones por la que este tipo de enlace se emplean con gran 
frecuencia en sistemas biológicos y bioquímicos.42,43 De hecho, se cree que la rápida 
degradación de los polidisulfuros que penetran en la célula, desarrollados por el 
Profesor Matile, se produce mediante este mecanismo.44 Posiblemente, la baja 
citotoxicidad desarrollada por este tipo de compuestos se puede deber a este proceso 
en el que los polímeros se degradan en componentes más sencillos no tóxicos. Este 
método desarrollado por Matile utiliza disulfuros cíclicos en el proceso de formación de 
polímeros basados en enlaces disulfuro. Para ello, una pequeña cantidad de tioles es 
capaz de abrir estos disulfuros y propagar el proceso de polimerización por el que se 
activa la penetración en la célula (Figura 10).45 Un aspecto reseñable es que la 
reactividad de los disulfuros cíclicos se puede ajustar modificando la estructura del ciclo 
para adaptarlos a las necesidades de cada sistema.46 Posteriores investigaciones sobre 
este tema mostró que la internalización en la célula se mejoraba con el empleo de estos 
disulfuros cíclicos tensionados ya que reaccionaban más rápido con los tioles presentes 
en la superficie de la célula.47  
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Figura 10. Polimerización mediante el uso del enlace disulfuro utilizado en la internalización 
celular. 
El grupo de Sanders también ha utilizado este tipo de enlaces para generar librerías 
dinámicas, en la que la presencia de un determinado sustrato amplifica la formación de 
un determinado tipo de macrociclo (Figura 11).48 
 
Figura 11. Librería dinámica conteniendo el enlace disulfuro. 
2.3. Otros enlaces dinámicos 
Aunque los enlaces covalentes reversibles descritos anteriormente son los 
comúnmente más utilizados en el concepto del enlace químico covalente dinámico, 
están lejos de ser los únicos. En la Figura 12 se muestra un listado no exhaustivo de 
algunos de estos grupos funcionales basados enlaces covalentes dinámicos y los 
procesos dinámicos derivados de los mismos. 
                                                          






Figura 12. Listado representativo de los procesos dinámicos más utilizados basados en 
diferentes tipos de enlaces covalentes dinámicos: a) Imina; b) Cicloadiciones de Diels-Alder; c) 
Reacción aldólica; d) Transesterificación; e) Intercambio de disulfuro; f) Adición de Michael en 
tioles, y g) formación de los boronatos. 
Los boronatos obtenidos por la condensación de un ácido borónico y un diol, son 
uno de los grupos funcionales más populares utilizados en la química dinámica en estos 
últimos años.49 Como se muestra en la Figura 12G la reacción entre el ácido borónico y 
el diol forma un producto con dos enlaces de éster borónico formando un cíclico que es 
estable pero reversible bajo ciertas condiciones.50 Su utilización es frecuente para llevar 
a cabo condensaciones con azúcares o con catecoles. 51,52 Esta reacción se ha utilizado 
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para desarrollar sensores moleculares, preparar hidrogeles, sintetizar nanomateriales y 
en cultivos celulares.53 
Otro grupo funcional reversible que merece ser destacado es la imina (Figura 
12A). Las iminas se forman por la condensación entre un compuesto carbonílico y una 
amina primaria. Como la mayoría de las reacciones dinámicas, la reacción de formación 
de la imina tiene lugar en condiciones suaves (pH, T, etc). Normalmente, las iminas, a 
diferencia de los ésteres borónicos, no se utilizan en aplicaciones biomédicas debido a 
su lenta formación y sobre todo a su elevada reactividad, ya que puede reaccionar con 
otras moléculas formando subproductos, tal como lo atestiguan los múltiples ejemplos 
de transformaciones organocatalizadas en la que las iminas son un intermedio clave.54 
En general, solo las iminas aromáticas, bases de Schiff, son las únicas que han tenido 
aplicaciones en este campo como por ejemplo en la formación de cápsulas metalo 
orgánicas desarrolladas por el grupo de Jonathan R. Nitschke.55 
3. Aplicaciones y usos del enlace químico covalente dinámico 
Desde la aparición de la química supramolecular el número de arquitecturas 
macromoleculares diferentes descritas en la bibliografía no para de crecer.56,57 En los 
últimos años los químicos se han dado cuenta de las posibles aplicaciones de estas 
construcciones moleculares por lo que se han diseñado y probado una gran variedad de 
sistemas supramoleculares.58,59 En la química supramolecular, el investigador visualiza 
las estrategias para combinar bloques de construcción diseñados específicamente para 
el proceso. Estos bloques están dotados de un conjunto de grupos funcionales capaces 
de establecer una serie de interacciones débiles capaces de dirigir el proceso de 
agregación que determinan la forma y las propiedades del montaje final. Las funciones 
que se han descrito hasta el momento abarcan arquitecturas supramoleculares que 
incluyen aplicaciones en la encapsulación y liberación controlada de moléculas, la 
                                                          
53 Brooks, W. L. A.; Sumerlin, B. S.; Chemical Reviews, 2016, 116, 1375-1397. 
54 Kalia, J.; Raines, R. T., Angew. Chem. Int. Ed., 2008, 120, 7633-7636. 
55 Sarma, R. J.; Otto, S.; Nitschke, J. R. Chem. A. Eur. J., 2007, 13, 9542-9546. 
56 Gazit, E. Chem. Soc. Rev., 2007, 36, 1263–1269. 
57 Schneider, H. J. Angew. Chem., Int. Ed., 2009, 48, 3924–3977. 
58 De Greef, T. F. A.; Smulders, M. M. J.; Wolffs, M.; Schenning, A. P. H. J.; Sijbesma, R. P.; Meijer, E. 
W. Chem. Rev., 2009, 109, 5687-5754. 





conversión y el almacenamiento de energía, la regeneración de tejidos, la catálisis 
confinada, los materiales que se autorecuperan, etc.60,61,59 ,62 La combinación de la 
química supramolecular con la química de los enlaces covalente dinámicos ha 
desencadenado nuevas oportunidades para la preparación de dispositivos funcionales. 
La aplicación de los dispositivos dotados de interacciones no covalentes y enlaces 
dinámicos ofrecen diversas ventajas.63 Por un lado, la ventaja sintética, ya que las 
moléculas diana, por lo general, son moléculas sencillas que se preparan en un reducido 
número de etapas. Además, las construcciones finales se consiguen simplemente 
mezclando los componentes básicos en condiciones adecuadas para que se establezcan 
las interacciones intermoleculares mientras se forman los enlaces covalentes por 
reacción de los grupos funcionales precursores. Como se ha comentado anteriormente, 
las hidrazonas tienden a ser las más utilizadas entre las bibliotecas dinámicas debido a 
que son suficientemente estables y a las reacciones de intercambio entre hidrazidas son 
quimioselectivas y compatibles con un amplio rango de disolventes y grupos 
funcionales.64  
Otra aplicación elegante es la creación de sistemas funcionales basados en 
enlaces covalentes dinámicos, que abarcan a novedosos catenanos65 capaces de unirse 
a la acetilcolina, a los inhibidores de la enzima o sensores de la heterogeneidad de las 
membranas lipídicas (Figura 13).66 Las lecciones impartidas por la naturaleza brindan 
excelentes ejemplos del empleo de los enlaces covalentes dinámicos que se pueden usar 
en sistemas funcionales. La implementación de enlaces dinámicos como parte de 
ensamblajes supramoleculares funcionales aumenta la diversidad molecular y minimiza 
el esfuerzo sintético que se requieren para lograr el funcionamiento óptimo.67  
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Figura 13. Representación de los catenanos dando lugar a dispositivos y máquinas moleculares. 
Uno de los aspectos más relevantes de la utilización de los enlaces covalentes 
dinámicos es su quimioselectividad. La condensación de un grupo carbonilo con una 
hidrazida, tiosemicarbazida o una hidroxilamina es quizás la estrategia de unión 
quimioselectiva más versátil en términos químicos. Un ejemplo sobre la utilización de 
enlace dinámico es el desarrollo de las narices artificiales creadas por el grupo del 
profesor Stefan Matile.68,69 Estos sensores se basan en la generación de una gran 
variedad de moléculas anfifílicas capaces de transportar oligonucleótidos simulando el 
comportamiento de las poliargininas (Figura 14).70 Los precursores de los anfifilos tiene 
una cabeza polar con varios grupos guanidinios y varias hidrazidas que se utilizan para 
la incorporación de las cadenas hidrofóbicas. Estos anfifilos son capaces de transportar 
de forma eficiente diferentes ácidos nucleicos.71,72,73 
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Figura 14. Librería de péptidos anfifílicos conteniendo grupos guanidinios e hidrazona utilizados 
para el transporte de oligonucleótidos en vesículas unilamelares. 
Este mismo concepto, se ha empleado recientemente en nuestro grupo de 
investigación, pero formando hidrazonas a través de las hidrazidas incorporadas en el 
esqueleto peptídico para formar péptidos penetrantes que resultan ser muy eficientes 
en el transporte de nucleótidos.74 Para ello, se sintetizó un péptido helicoidal que llevaba 
incorporado dos hidrazidas en las cadenas laterales de dos lisinas separadas por siete 
residuos. La reacción de estas con una serie de aldehídos hidrofóbicos permite modular 
el carácter anfipático del mismo. Dependiendo de las propiedades de este grupo se 
modula la transfección de un plásmido (Figura 15). 
 
Figura 15. Esqueleto peptídico conteniendo enlaces hidrazida que reaccionan con aldehídos 
(dodecanal) formando especies que poseen un carácter anfifílico para internalizar un plásmido 
de DNA en células HeLa. 
Más recientemente, en nuestro grupo de investigación llevó a cabo la 
internalización de la proteína Cas9 con la utilización de un péptido penetrante anfifílico. 
El diseño del péptido consistía en un péptido helicoidal similar al descrito anteriormente. 
En este caso la utilización del aldehído de oleico forma complejos con la proteína Cas9 
                                                          




mediando la internalización del complejo que mantiene intacta su actividad catalítica 
(Figura 16).75 
 
Figura 16. Representación esquemática del péptido anfifílico que se combina con la proteína 
Cas9 con el fín de mediar su internalización celular.75 
Además, la combinación de los procesos dinámicos involucrados con el 
transporte molecular a través de las bicapas lipídicas, hacen que las estrategias sean 
particularmente interesantes para el diseño y la preparación de nuevos materiales para 
la internalización celular. Cabe destacar el intercambio del enlace disulfuro para la 
aplicación de los enlaces covalentes dinámicos en procesos biológicos (Figura 17).76  
 
Figura 17. Enlaces dinámicos en la internalización celular para polidisulfuros penetrantes. 
Una importante aportación del grupo de Matile dentro de la familia de los 
enlaces dinámicos es la combinación de dos o más enlaces covalentes dinámicos.77 La 
utilización de diferentes tipos de enlaces dinámicos ortogonales, como por ejemplo con 
la combinación de enlaces hidrazona, disulfuro y ésteres borónicos, permite crear 
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diferentes niveles de control en la construcción de sistemas complejos y funcionales 
(Figura 18).78  
 
Figura 18. Síntesis de fotosistemas mediante el intercambio de hidrazona. 
Otro ejemplo en donde se emplea este concepto es en el desarrollo de sistemas 
que se adaptan y evolucionan con las modificaciones del medio utilizando ácidos 
nucleicos peptídicos (PNA).79 En este caso el grupo de Ghadiri utiliza derivados 
oligucleótidos con enlaces tioester que pueden experimentar intercambios dinámicos 
en condiciones suaves. Los polímeros se generan mediante polimerizaciones reversibles 
a través de la apertura del anillo 1,4-tiazin-2,5-dionas sin el requerimiento de 
catalizadores (Figura 19). Esta nueva clase de polímeros biodegradables se podría 
utilizar para modificar muchos polioésteres de origen sintético y natural.80 
 
Figura 19. Polimerización de la diona en presencia de un tiol. 
En resumen, los enlaces covalentes dinámicos se utilizarán en los siguientes 
capítulos de esta tesis en la construcción de materiales basados en el diseño de un ciclo 
de ocho residuos. Como se ha comentado en la introducción, incorporaremos este 
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79 Ura, Y.; Beierle, J. M.; Leman, L. J.; Orgel, L. E.; Ghadiri, M. R. Science, 2009, 325, 73-77. 
80 Ura, Y.; Al-Sayah, M.; Montenegro; J.; Beierle, J. M.; Leman, L. J.; Ghadiri, M. R. Org. Biomol. 




enlace en el diseño del ciclopéptido. De esta forma, mediante condiciones de reacción 
suaves podremos funcionalizar el nanotubo mediante diferentes estrategias sintéticas. 
Además, gracias a la versatibilidad de esta química, se pueden diseñar péptidos 
anfifílicos en el transporte de nucleótidos a través de vesículas unilamelares. Mediante 
esta estrategia, en el grupo de investigación se han diseñado péptidos catiónicos con 
enlaces o-alquilhidroxilamina e hidrazida capaces de capturar colas hidrofóbicas para 
mediar el transporte de ácidos nucleicos y de proteínas. Además, siguiendo esta 
metodología se pueden usar otro tipo de moléculas penetrantes que contienen estas 
características, por ejemplo, polímeros anfifílicos conteniendo el enlace hidrazida. Los 
polímeros anfifílicos se pueden diseñar de una forma sencilla y eficiente capaz de 


















CAPÍTULO 1: Alineación en 1D de 
proteínas y nanopartículas mediante 
el uso de enlaces covalentes 











































1. La Química Supramolecular 
La "química supramolecular" a menudo se define como la "química más allá de 
la molécula", que es una expresión bastante vaga y misteriosa.81 Para entender los 
conceptos básicos de la química de las "supramoléculas", hay que mencionar al Profesor 
Lehn,82 quien acuñó el término de la química supramolecular.  Una supermolécula es 
una entidad organizada y compleja que se crea a partir de la asociación de dos o más 
especies químicas que se mantienen unidas por fuerzas de enlace débil, incluidos los 
enlaces de hidrógeno, las interacciones hidrofóbicas y la coordinación. Las estructuras 
supramoleculares son el resultado no solo aditivo sino también cooperativo de las 
fuerzas intermoleculares, para formar agregados de gran tamaño. Las propiedades de 
estas estructuras son diferentes de sus componentes por separado, en algunos casos 
incluso superiores a la suma de las propiedades de cada uno de los componentes de 
forma individual. Las propiedades supramoleculares están basadas en los procesos de 
auto-ensamblaje molecular dirigidas por un conjunto de enlaces intermoleculares que 
permitide preparar arquitecturas fascinantes con aplicaciones importantes en Biología, 
Ciencias de los Materiales o Catálisis.83  En resumen, el concepto de química 
supramolecular fue introducido en 1978 por el Premio Nobel Jean-Marie Lehn que lo 
definió como “la química de los enlaces intermoleculares”.84 La química supramolecular 
tiene como objetivo descubrir y adquirir la capacidad de crear nuevas formas complejas 
a partir de componentes moleculares sencillos que están unidos por enlaces no 
covalentes. 
La química supramolecular sigue siendo un campo joven, por lo que es todavía 
difícil definir exactamente todo lo que abarca; de hecho, es un campo que se viene 
desarrollado rápidamente debido a las contribuciones de una variedad de campos 
relacionados. La química supramolecular se puede clasificar en tres categorías: (i) la 
química asociada a una molécula que reconoce o interacciona de forma selectiva con 
otra (reconocimiento molecular químico); (ii) la química de la asociación espontánea de 
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numerosas moléculas para formar agregados de forma definida o auto-ensamblaje 
molecular; (iii) la química de la adaptación y la evolución. Esta clasificación está 
profundamente relacionada con el tamaño del sistema molecular. La química del 
reconocimiento molecular generalmente trata con los sistemas supramoleculares más 
pequeños, y abarca las interacciones entre solo unas pocas moléculas. Por lo general 
uno de los componentes es de mayor tamaño, o un macrociclo que se suele denominar 
receptor. Por contra la(s) especie(s) que se unen a estas se denominan ligandos o 
sustratos. Por el contrario, la química del auto-ensamblaje molecular incluye sistemas 
moleculares hechos a partir de un número elevado de moléculas del mismo tipo. 
El reconocimiento molecular se puede considerar de muchas maneras como el 
proceso fundamental de la química supramolecular ya que esta se basa, en gran medida, 
en el reconocimiento de las moléculas en base a la forma y los grupos funcionales que 
poseen. Gracias a este reconocimiento se puede influir en las propiedades de las 
moléculas y en cómo expresar funciones específicas debido a las interacciones 
moleculares. La importancia del reconocimiento molecular ya se menciona a finales del 
siglo XIX, considerablemente antes de que el concepto de supermoléculas fuera 
establecido.85 Por ejemplo, Pasteur notó durante observaciones microscópicas que los 
cristales de ácido tartárico podían adoptar dos formas, que eran imágenes especulares. 
En estas observaciones descubrió que los mohos y las levaduras reconocían y utilizaban 
solo uno de estos cristales. 
A menudo se propone que el origen del "reconocimiento molecular" surge del 
principio del "cerradura y la llave" propuesto por Emil Fischer en 1894.86 Este concepto 
suponía que el mecanismo por el cual una enzima reconocía e interactuaba con un 
sustrato se basaba en el concepto de una estructura rígida que actuaba a modo de 
``cerradura´´ que sólo podía reaccionar con un determinado tipo de molécula (llave) que 
encajaba en esa cerradura. Posteriormente, se descubrieron diversos productos 
naturales que podían reconocer moléculas particulares ya en la década de 1950. Por 
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ejemplo, la capacidad para reconocer cationes alcalinos por los oligodepsipéptidos 
cíclicos como la valinomicina (Figura 20).87  
 
Figura 20. Estructura de la valinomicina y su complejo con K+. 
En 1967, Pedersen observó que los éteres coronas eran capaces de reconocer diferentes 
cationes alcalinos dependiendo del tamaño del macrociclo empleado y del número de 
átomos de oxígeno, lo que representaba el primer ejemplo de un receptor artificial.88 
Casi simultáneamente, Cram amplió este concepto para cubrir una amplia gama de 
sistemas moleculares y acuñó un nuevo término en este campo de la química, la química 
del huésped-anfitrión (Host-Guest) así como el concepto de preorganización.89 En él, la 
molécula anfitriona acomoda otra molécula, denominada huésped gracias al 
establecimiento de interacciones complementarias entre ambos componentes. En 
1978, J. M. Lehn intentó organizar estos conceptos, siendo el primero que propuso el 
término "química supramolecular".90 Este se considera el momento en el que se 
estableció la era de la química supramolecular. En 1987, estos tres investigadores 
recibieron juntos el Premio Nobel de Química por sus contribuciones en este campo.91,92 
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Figura 21. A) Complejo del catión potasio y el éter 18-corona-6 preparado por Pedersen. B) 
Estructura del criptando [2.2.2] coordinando un ión potasio desarrollado por Lehn. C) Modelo 
del esferando que reconoce un catión de Li preparado por Cram. 
Los sistemas supramoleculares forman una parte importante en los procesos 
biológicos. De hecho, los sistemas supramoleculares artificiales imitan a los biológicos, 
representando uno de los ejemplos más importantes en esta área. Dentro de este 
campo se encuentra la química biomimética, que pretende imitar las esencias de los 
sistemas biológicos mediante el desarrollo de un sistema artificial más sencillo que 
pueda mejorar las propiedades encontradas en la naturaleza. El desarrollo de sistemas 
funcionales, como el transporte molecular, la transmisión de la información, la 
conversión de la energía o la eficiencia de las transformaciones (funcionalidad 
enzimática) son, entre otras, las propiedades que se pretenden emular en los sistemas 
supramoleculares. Así mismo, el auto-ensamblaje molecular es el responsable de la 
generación de numerosas estructuras biológicas a partir de componentes más sencillos. 
Por ejemplo, la estructura de doble hélice de los ácidos desoxirribonucleicos (ADN) se 
genera mediante el reconocimiento mútuo entre las unidades púricas y las pirimidínicas 
asociándose únicamente con otra cadena cuya secuencia es complementaria. Otro 
ejemplo destacable es la cápside del virus de mosaico del tabaco (TMV), que está 
compuesta por 2120 subunidades proteicas idénticas que se enrollan sobre una 




250 nm de longitud (Figura 22).93,94 Debido a que el proceso es muy favorable en 
condiciones fisiológicas, las unidades básicas se auto-ensamblan para recomponer un 
virus que posee intacta su capacidad infectiva.  
Figura 22. Proceso de auto-emsamblaje del virus del mosaico del tabaco en el que las 
subunidades proteicas se ensamblan entorno a la cadena del ARN. 
La capacidad de controlar los procesos de auto-ensamblaje para llevar a cabo la 
síntesis de las arquitecturas supramoleculares complejas permitió desarrollar los 
primeros materiales denominados inteligentes.95,96 Se denomina materiales inteligentes 
a aquellos que reaccionan ante un estímulo externo (cambio de pH, temperatura, 
campos eléctricos, humedad, etc) de una forma controlada, adaptándose al medio o 
llegando incluso a poder evolucionar.97 Desde hace algunas décadas, la construcción de 
polímeros de coordinación ha despertado un gran interés no sólo por las formas y 
estructuras fascinantes que se pueden obtener sino también por sus aplicaciones en la 
fabricación de materiales con propiedades semiconductoras, luminiscentes y 
catalíticas.98,99  
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La nanotecnología es un campo de la ciencia enfocado al desarrollo de los 
métodos sintéticos destinados a la construcción de estructuras y materiales en la escala 
nanométrica, es decir entre 1 y 100 nanómetros, y a las herramientas analíticas 
necesarias para su estudio. El desarrollo de nuevos materiales y dispositivos tiene una 
gran importancia en el desarrollo de la miniaturización y de la aplicación de las 
propiedades derivados de los nuevos materiales y dispositivos.  
 
Figura 23. Variación de las propiedades de los metales nobles con la miniaturización. 
El concepto de la nanotecnología se enunció por primera vez en 1959 en la 
famosa charla impartida en el Instituto de Tecnología en California (CalTech) por el 
Premio Nobel en física, el Profesor Richard P. Feynman.100 En ella, Feynman describía los 
procesos que los científicos deberían usar para manipular individualmente los átomos y 
las moléculas. Sin embargo, el concepto de nanotecnología no fue claramente 
establecido hasta el año 1974 por el Profesor Norio Toniguchi.101 No obstante, se 
considera que el desarrollo del microscopio de efecto túnel, en el año 1981, como el año 
del nacimiento de la nanotecnología moderna.102,103  
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Uno de los descubrimientos que ha llevado a la nanotecnología a su auge actual 
es que las sustancias, con independencia de su composición, adquieren nuevas 
propiedades cuando su tamaño y formas se reduce a dimensiones inferiores a los 100 
nanómetros. Gracias a esto, las propiedades ópticas, eléctricas, mecánicas, magnéticas 
y químicas de cualquier sustancia se pueden manipular simplemente ajustando su 
forma, su tamaño y composición. Un ejemplo visual de la implicación del tamaño de los 
nanomateriales con sus propiedades son los colores que tenían las suspensiones de las 
nanopartículas de oro o plata dependiendo de su forma o tamaño (Figura 23). Existen 
dos clases de aproximaciones para la construcción de materiales a escala 
nanométrica.104 La primera de ellas, conocida como los métodos descendentes o “top-
down”, consiste en la degradación mecánica de los objetos de mayores dimensiones. La 
segunda aproximación, conocida como métodos ascendentes o “bottom-up”, consiste 
en la formación de estas estructuras más complejas a partir de la manipulación de los 
átomos o las moléculas que lo constituyen. En este sentido el acceso a materiales de 
tamaño nanométrico (10 nm), ha convertido a la química supramolecular en una 
herramienta importante en el desarrollo de la nanotecnología. 105 
El auto-ensamblaje se puede definir como la organización y asociación autónoma 
de los componentes de un sistema sin la intervención humana. Los procesos de auto-
ensamblaje son comunes en la naturaleza y pueden implicar componentes desde la 
escala molecular a otros de mayor tamaño.106 Desde el punto de vista químico es 
necesario limitar el término a aquellos procesos reversibles que implican componentes 
preexistentes y que pueden ser controlados mediante el diseño de sus componentes 
básicos empleados. Los procesos de auto-ensamblaje se pueden clasificar, atendiendo 
a la energía del proceso, en estático y dinámico.95 El auto-ensamblaje estático es aquel 
que está en equilibrio local o global y que no disipa energía. Los ejemplos característicos 
del auto-ensamblaje estático son la formación de cristales moleculares o cristales 
líquidos.107 El segundo tipo, el auto-ensamblaje dinámico, es aquel en el que las 
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interacciones responsables de la formación de las estructuras sólo ocurren si el sistema 
disipa energía. Ejemplos de este tipo de auto-ensamblaje son las reacciones químicas 
oscilantes o las células biológicas.108 
En los últimos años se han realizado avances en los que se han abordado el 
objetivo final de la nanotecnología, que no es otro que usar nuevas estrategias sintéticas 
para la obtención de novedosos materiales con nuevas propiedades, que permitan el 
desarrollo de sistemas y máquinas funcionales capaces de mejorar las condiciones de 
vida del ser humano.109,110  En la química tradicional los únicos materiales que poseían 
dimensiones nanométricas eran los polímeros, los coloides o las micelas, los cuales se 
caracterizaban por una baja complejidad estructural. Actualmente, existen una 
amplísima variedad de estructuras que se diferencian por sus dimensiones, formas y sus 
propiedades.111 El futuro de estos materiales pasa por su obtención a un precio 
asequible, de tal forma que se pueden aplicar en utensilios tecnológicos que puedan ser 
vendidos a un coste razonable para los usuarios.  
Gracias a los avances en el control en la preparación de las nanoestructuras se 
ha conseguido preparar materiales tridimensionales de forma precisa como las cápsulas 
o las flores moleculares.112 También se han diseñado materiales de dos dimensiones 
como las hojas de grafeno, las monocapas o los nanofilms, con una única dimensión, 
como los nanotubos, las nanofibras y nanocintas e incluso de cero dimensiones, como 
los nanocluster.95 
2. Estructuras tubulares 
Los nanotubos son estructuras de gran interés nanotecnológico debido a su uso 
en aplicaciones como el transporte de analitos, el desarrollo de biosensores o por su uso 
en los dispositivos ópticos y electrónicos y en los reactores moleculares.113  
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Figura 24. Representación de las estrategias comúnmente usadas en la preparación de 
estructuras tubulares: a) a partir de moléculas lineales que se pliegan formando hélices que 
poseen un canal interior; b) usando listones que se agrupan en forma de barriles; c) mediante el 
enrollado de láminas de dos dimensiones; d) mediante el ensamblaje de moléculas con forma 
de fragmentos de discos que se unen formando rosetas o estructura helicoidal con un canal en 
el interior; e) apilamiento de moléculas cíclicas. 
A lo largo de estos años se han diseñado diversas formas de generar estructuras 
tubulares mediante los procesos de auto-ensamblaje molecular (Figura 24). Una de ellas 
es el plegamiento enrollándose de estructuras o materiales planos, como se ha 
propuesto para la formación de los nanotubos lipídicos.114 Inicialmente, los monómeros 
anfifílicos forman mono o bicapas que posteriormente se curvan y enrollan formando 
los nanotubos (Figura 24c). Alternativamente, también se ha propuesto la formación de 
nanotubos mediante el auto-ensamblaje de moléculas lineales rígidas que se asocian 
paralelamente como los listones de un barril (Figura 24b). Un ejemplo inspirador de este 
modelo de barril molecular lo encontramos en la naturaleza con los canales proteicos 
transmembránicos como el que forma la α-hemolisina basado en un barril β,115 o los 
canales de potasio que en este caso están constituídos por α-hélices.116 A este respecto 
los barriles de polifenilenos desarrollada por Matile representa un ejemplo singular de 
este tipo de construcciones sintéticas (Figura 25).117  
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Figura 25. Modelos de nanotubos a partir de polifenilenos en membranas lipídicas preparados 
por el grupo de Matile. 
Otra alternativa estudiada es el plegamiento de moléculas lineales flexibles formando 
estructuras helicoidales con forma cilíndrica (Figura 24a). Un modelo sencillo de este 
tipo de estructuras también se encuentran en la naturaleza con el canal 
transmembránico formado por la Gramicidina A.118 Un trabajo pionero de este tipo de 
estructuras son los foldámeros de polifenileno desarrollado por J. Moore.119,120 Estas 
moléculas en las que las distintas unidades monoméricas estaban unidas mediante 
anillos aromáticos sustituidos en meta, se plegaban dando una vuelta de hélice cada seis 
subunidades. Adicionalmente el apilamiento de unidades con forma de arco que se 
organizan formando discos o hélices que se alinean a lo largo de un eje. Un ejemplo 
significativo de ese tipo de procesos, como ya se comentó, es la formación de la cápside 
proteica del virus del mosaico del tabaco (Figura 24d). También existen modelos 
sintéticos que emulan dicho proceso, un ejemplo representativo son los procesos 
desarrollado por Fenniri empleando derivados heteroaromáticos basados en los 
patrones de grupos aceptores y dadores de guanina y citosina. Esta especial distribución 
espacial de los grupos aceptores y dadores de hidrógeno formando un ángulo de 120o 
permite la formación de unas rosetas hexaméricas que se apilan para formar nanotubos 
(Figura 26).121 
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Figura 26. Representación de las rosetas hexaméricas formadas a partir de un derivado 
heterociclo formando un nanotubo. 
Una última estrategia es la basada en moléculas cíclicas que se apilan unas sobre 
otras formando los nanotubos (Figura 24e). La gran ventaja de esta estrategia es el 
control preciso del diámetro del nanotubo. Esta estrategia no tiene precedentes en la 
naturaleza y como ejemplo más representativo destacan los nanotubos peptídicos.122 
Otro tipo de moléculas como las ureas, DNA, macrociclos aromáticos, ciclodextrinas, 
etc., también se han aplicado en la construcción de nanotubos.123,124 En los últimos años 
se han preparado varios tipos de nanotubos que se pueden diferenciar por su 
composición química y propiedades, entre lo que destacan los nanotubos de carbono o 
los nanotubos peptídicos.125,126 
3. Nanotubos de carbono 
Los nanotubos de carbono fueron descubiertos en el año 1991 por Sumio Iijima 
mientras estudiaba el proceso de formación de fullerenos.127 En estos experimentos 
observó la formación de “agujas de carbono grafítico” cuando usaba una variación del 
método en el que se formaban fullerenos, en los que se evaporaba carbono mediante 
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una descarga de un arco de corriente eléctrica sobre un electrodo de grafito seguido de 
una posterior deposición a bajas presiones de una atmósfera inerte. Las agujas así 
formadas tenían diámetros comprendidos entre 4 y 30 nm, con longitudes de hasta 1 
μm. El análisis de estos filamentos mediante TEM reveló que estaban formadas por 
varios tubos coaxiales de entre 2 y 50 capas. En la mayor parte de los casos, los tubos 
estaban cerrados en sus extremos. Además, las unidades bencénicas que constituyen 
cada tubo estaban orientadas preferentemente de forma helicoidal con respecto al eje 
longitudinal. El grado de inclinación helicoidal era diferente entre las diferentes agujas 
y entre las distintas capas de un mismo nanotubo.128 En realidad, estos nanotubos se 
podrían definir como una capa de grafeno que se enrolla y cierra para formar un tubo y 
dependiendo de cómo se enrolle esa capa se obtienen los distintos tipos de nanotubos 
(Figura 27). 
Atendiendo a las propiedades estructurales de estos materiales se pueden 
diferenciar dos categorías de nanotubos de carbono. La primera está formada por los 
nanotubos de carbono de pared múltiple (MWCNTs), que están formados por capas 
concéntricas de nanotubos a modo de una cebolla. La distancia entre las diferentes 
capas es similar a la distancia que hay entre las láminas que conforman una lámina de 
grafito (0.34 nm por 0.335 nm). La segunda categoría corresponde a los nanotubos de 
carbono de pared simple (SWCNTs), que poseen una buena uniformidad en su diámetro 
(1-2 nm), aunque normalmente aparecen agrupados, en bundles, de varias decenas de 
nanotubos. Dependiendo del modo en como se enrolla la capa de grafeno y del número 
de capas que conforman los nanotubos estos poseen diferentes propiedades 
electrónicas, pudiendo ser materiales semiconductores o metálicos.129 Estos materiales 
destacan, no solo por las mencionadas propiedades electrónicas, sino también por su 
gran dureza, estabilidad y flexibilidad, constituyendo las fibras más duras preparadas 
hasta la fecha. 
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Figura 27. Formación de los diferentes tipos de nanotubos de carbono de pared simple en 
función del ángulo de plegamiento de una lámina de grafeno. 
4. Nanotubos Peptídicos  
Los nanotubos de carbono poseen unas propiedades electrónicas y de dureza 
que los hacen especialmente atractivos para el desarrollo de sensores y circuitos 
electrónicos moleculares.130 Sin embargo, su baja solubilidad en la gran mayoría de los 
disolventes, su gran tendencia a la agregación, la dificultad para controlar sus 
dimensiones y su escasa biocompatibilidad han llevado a la búsqueda de otras 
alternativas. En este sentido, los nanotubos peptídicos podrían resolver algunas de estas 
carencias.131,132 Por lo general, estos materiales se obtienen a partir de pequeños 
péptidos que se asocian en condiciones apropiadas para formar los nanotubos. La gran 
diversidad estructural de los péptidos, la capacidad de modular sus propiedades 
mediante la sustitución de aminoácidos tanto naturales como sintéticos o su 
biocompatibilidad son características que los hacen especialmente atractivos. Las 
plataformas que se han utilizado en la preparación de nanotubos son muy diversas, tales 
como pequeños péptidos, proteínas, péptidos anfipáticos o péptidos cíclicos.133,134 
 
 
                                                          
130 De Volder, M. F. L.; Tawfick, S. H.; Baughman, R. H.; Hart, A. J. Science, 2013, 339, 535-539. 
131 Seabra, A. B.; Durán, N. Peptides, 2013, 39, 47-54. 
132 Tao, K.; Makam, P.; Aizen, R.; Gazit, E. Science, 2017, 358. 
133 Hamley, I. W. Angew. Chem. Int. Ed., 2014, 53, 6866-6881.   




4.1. Nanotubos peptídicos proteicos  
Los péptidos que adoptan estructuras tipo hélice-β, como la familia de las 
Gramicidinas, forman nanotubos con actividad de canales transmembranosos y 
representa uno de los ejemplos más sencillos de nanotubos encontrados en la 
naturaleza.135 La Gramicidina D es un péptido de 18 aminoácidos constituído por 
residuos hidrofóbicos de quiralidad alternante. La formación del canal 
transmembranánico se obtiene mediante la formación de una hélice β y la posterior 
dimerización para formar un conducto de carácter hidrofóbico con 30 Å de longitud y 
con un orificio interno con un diámetro de 4.5 Å.  
 
Figura 28. Representación de la familia de las Gramicidinas formadas a partir de la estructura 
dimérica de cadena sencilla y por una estructura de doble hélice. La Gramicidina D está formada 
por la familia de gramicidnas A, B y C, diferenciándose entre sí por los residuos marcados de 
color rojo o verde. 
El interés por preparar nanotubos peptídicos empleando materiales biológicos 
ha llevado a la aparición en los últimos años de nuevos ejemplos formados por 
proteínas. El grupo de Ballister se basó en la estructura cuaternaria de las proteínas Hcp1 
que forma hexámeros con forma de disco. Esta proteína se modificó para incorporar 
residuos de cisteína de tal forma que permitieron la formación de enlaces disulfuro 
entre las subunidades permitiendo el apilamiento de estos hexámeros protéicos (Figura 
                                                          




29).136 De esta forma se prepararon nanotubos formados por 25 subunidades proteicas 
con una longitud en torno a los 100 nm. Un aspecto relevante de este trabajo era que 
se podía funcionalizar el interior de los nanotubos o en los extremos del mismo. 
 
Figura 29. Representación general de la estructura del anillo hexamérico Hcp1 basado en 
estructuras de nanotubos. 
Otro aspecto interesante cuando se trabaja con proteínas es que la formación de 
nanotubos se puede llevar a cabo a partir de las proteínas desnaturalizadas. Un ejemplo 
significativo se publicó en el año 2013 por el que el grupo de Mezzenga, en el que se 
estudiaba la formación de nanotubos a partir de lisozima.137 Dependiendo de las 
condiciones del medio (pH = 2, 90 °C) esta proteína se hidrolizaba dando lugar a la 
formación de cintas helicoidales que se cerraban formando nanotubos mediante un 
mecanismo similar al de la formación de amiloides (Figura 30). 
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Figura 30. Representación de la formación de nanotubos a partir de cintas moleculares 
generadas por la hidrólisis de la lisozima. 
4.2. Nanotubos peptídicos a partir de pequeños péptidos lineales  
Una clase de nanotubos peptídicos son aquellos formados mediante la 
organización de dipéptidos con residuos aromáticos.138,56 El análisis de pequeños 
péptidos que constituyen parte de las proteínas que forman los β-amiloides permitió 
encontrar que el dipéptido de difenilalanina era fundamental en la formación de tales 
estructuras.139,140 Partiendo de esta idea, el grupo de Gazit pudo observar la formación 
espontánea de nanotubos de peptídicos a partir de este dipéptido simplemente 
diluyendo con agua una disolución del mismo en hexafluoroisopropanol.141 Las 
estructuras resultantes tenían diámetros de entre 100 y 150 nm y poseían una gran 
rigidez. Otras propiedades destacables son su estabilidad química y térmica, sus 
propiedades piezoeléctricas o sus propiedades óptico y electrónicas de confinamiento 
cuántico.142,143,144  Estos nanotubos han encontrado diversas aplicaciones, como por 
ejemplo en la integración con electrolitos poliméricos o con fragmentos metalo-
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orgánicos (MOFs), en la preparación de hidrogeles o en el desarrollo de sensores 
ultrasensibles.145,146,147 
Otros péptidos de mayor tamaño también se han empleado para emular las 
propiedades de los amiloides, por ejemplo el octapéptido lanreótido, un fármaco 
empleado para el tratamiento de la acromegalia y los síntomas causados por tumores 
neuroendocrinos (Figura 31).148 Este péptido se auto-ensambla espontáneamente en 
agua formando este tipo de estructuras gracias a la formación de un conjunto de 
interacciones hidrofóbicas, la segregación entre residuos aromáticos y alifáticos y la 
formación de enlaces de hidrógeno. El resultado es la formación de hebras helicoidales 
que forman nanotubos. Los tubos resultantes, con un diámetro de 24.4 nm y unas 
paredes con un espesor de casi 2 nm, se agrupaban para formar una fase columnar 
cristalina hexagonal.  
 
Figura 31. Auto-ensamblaje del acetato de lanretoide en agua para formar nanotubos. La 
molécula de lanretoide forma enlaces de disulfuro y de hidrógeno para adoptar y establecer la 
conformación barril. 
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El grupo de Hecht inició un estudio sobre el diseño de péptidos que se pliegan 
adoptando estructuras estables simplemente jugando con la adecuada disposición de 
los grupos polares e hidrofóbicos.149  Posteriormente, publicaron un estudio completo 
sobre el comportamiento de estos péptidos formando nanotubos gracias a la 
alternancia de residuos hidrofóbicos e hidrofílicos y el efecto de las mutaciones en las 
que se intercambiaban los residuos hidrofóbicos por lisinas (Figura 32). De esta forma 
se favorecía la formación de estructuras monoméricas de láminas β en lugar de 
hebras.150  
 
Figura 32. Representación las estructuras monoméricas conteniendo residuos polares 
(color rojo) y apolares (color amarillo). 
Otras alternativas se basaban en el uso de poliglicinas unidas mediante 
espaciadores que se auto-organizaban (Figura 33). Los nanotubos se forman mediante 
una variación del pH del medio.151 Estos nanotubos se caracterizaban por la disposición 
cristalina de los péptidos situados en las paredes de los nanotubos mediante una 
estructura de lámina beta. 152 La presencia de las cadenas laterales de histidina en el 
interior de la cavidad del nanotubo permitió la inmovilización en su interior de péptidos 
y proteínas e incluso nanopartículas de oro.153 
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Figura 33: Representación esquemática del nanotubo formado mediante el empaquetamiento 
del octapéptido lineal NH2-Val-Leu-Tyr-Val-Cly-Ser-Lys-Thr-OH.154 Las regiones hidrofóbicas de 
los péptidos aparecen en color naranja, mientras que las regiones hidrofílicas aparecen en color 
azul. 
4.3. Nanotubos peptídicos formados por péptidos cíclicos 
 
Una de las estrategias más exitosas para la obtención de nanotubos es el 
apilamiento de unidades cíclicas ya que permite un control riguroso de su diámetro 
interno.155 En este sentido los nanotubos peptídicos basados en ciclopéptidos (SCPNS) 
representa uno de los ejemplos más sobresalientes.156 Los péptidos se caracterizan por 
tener un número par de aminoácidos de quiralidad alternante, D,L-α ciclopéptidos (α-
D,L-CPS). Gracias a ello, el péptido adopta una conformación plana en la que los grupos 
amida (carbonilo y NH) quedan orientados perpendicularmente con respecto al plano 
del anillo. En esta disposición todas las cadenas laterales quedan orientadas hacia el 
exterior del anillo.157 El apilamiento está inducido por la formación de enlaces de 
hidrógeno intermoleculares entre los grupos amida de una de las caras del CP con la cara 
complementaria de otro CP, para formar estructuras cilíndricas basadas en láminas beta 
antiparalelas. Gracias a esta conformación las cadenas laterales de los aminoácidos del 
péptido definen las propiedades de la superficie externa de los nanotubos. Además, el 
diámetro interno, que es completamente uniforme, queda definido por el tamaño del 
CP empleado. La capacidad de ajustar las propiedades de la superficie externa permite 
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que los nanotubos se puedan formar en entornos diferentes. De esta forma se han 
preparado nanotubos en medios acuosos ácido o básico e incluso en el medio lipófilo de 
las bicapas lipídicas. Aunque, en estos trabajos iniciales se propuso que la formación de 
nanotubos tenía lugar mediante una hoja beta antiparalela, trabajos recientes han 
demostrado que también es posible la formación de nanotubos mediante hojas 
paralelas.158 
En el año 1974, en una serie de estudios sobre la Gramicidina, De Santis propuso 
que las estructuras cíclicas derivadas de este péptido podrían apilarse estableciendo 
interacciones similares a las que se presenta el antibiótico.159 Los primeros estudios 
realizados para demostrar estas propuestas fueron realizadas por el Prof. Lorenzi y 
colaboradores en el ETH.160 En el año 1989 presentó los estudios de rayos X con unos 
hexapéptidos: c-[(D-Phe-L-Phe)3-] y c-[(D-Val-L-Val)3-] para validar dicha propuesta.161 
Sin embrago, a pesar de que los péptidos adoptaban la estructura propuesta no se 
observa la asociación mediante los enlaces de hidrógeno propuestos por De Santis entre 
las diferentes unidades peptídicas. En este caso los péptidos se enlazaban entre ellos 
mediante la formación de los enlaces de hidrógeno con varias moléculas de disolvente. 
No fue hasta el año 1993 cuando el grupo del profesor Ghadiri obtuvo los 
primeros nanotubos peptídicos mediante el auto-ensambalaje molecular de un 
octapéptido (Figura 34).122 El ciclopéptido c-[(L-Gln-D-Ala-L-Glu-DAla-)2], gracias a los 
glutámicos, eran solubles en medios acuosos básicos pero formaban microscristales 
cuando se cambiaba el pH del medio (acidificaba). Estos cristales se estudiaron mediante 
microscopía electrónica de transmisión (TEM), difracción de electrones y espectroscopía 
FT-IR. Estos estudios confirmaron que los cristales estaban formados por haces de 
nanotubos dispuestos paralelamente, con una longitud entre 10-30 µm. 
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Figura 34.  Estructura de los ciclopéptidos de secuencia c-[(L-Gln-D-R-L-Glx-D-R)-2] y 
representación del nanotubo formado mediante apilamiento de estos péptidos gracias a la 
formación de una red de enlaces de hidrógeno a lo largo del nanotubo, donde R puede ser -CH3, 
-CH2-CH(CH3)2, CH2C6H5, -CH(CH3)2. 
El estudio posterior con el péptido c-[(L-Gln-D-Ala-L-Glu-D-Ala-)3] permitió 
demostrar que se podía controlar el diámetro del nanotubo simplemente variando el 
número de aminoácidos que forman el ciclopéptido.162 Esta es una de las grandes 
ventajas que posee esta estrategia, algo que no es fácil de controlar en los otros 
métodos usados para la obtención de nanotubos. Por ejemplo, los nanotubos de 
carbono por lo general, se trabaja con mezclas de diferentes grosores, y la separación 
de estos según sus diámetros es un proceso caro y difícil. Muchas de las propiedades 
propuestas para los nanotubos, como el uso en transporte de moléculas, la 
encapsulación, la detección o la catálisis, entre otras, dependen directamente del 
diámetro de los mismos. 
En trabajos posteriores se demostró que los residuos de Glu no eran 
imprescindibles para la formación de los nanotubos.163 En este caso se empleaban CPs 
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que tenían cuatro Gln que, a diferencia con el anterior estudio, se disolvía en medios 
fuertemente ácidos y se auto-ensamblaban cuando se basificaba e hidrataba 
lentamente el medio de reacción. Los otros cuatro residuos eran hidrofóbicos lo que 
permitió abordar la efectividad del empaquetamiento de los nanotubos al aumentar la 
hidrofobicidad de la superficie del tubo. Los mejores nanotubos eran los derivados del 
CP con cuatro Leu. Los microcristales, que nuevamente resultaron ser demasiado 
pequeños para su caracterización mediante difracción de rayos X, se caracterizaron 
mediante TEM y FT-IR. Trabajos posteriores han demostrado que otro tipo de péptidos, 
β, δ, ε-aminoácidos,164 híbridos de α y γ,165 etc, también podrían apilarse para formar 
nanotubos.166,167 
5. Aplicaciones de los Nanotubos Peptídicos  
Los principales usos de los nanotubos peptídicos se encuentran en el campo de 
la biología ya que se han estudiado aplicaciones como agentes antibacterianos o como 
análogos de los canales iónicos de membrana.168 Sin embargo, en los últimos años han 
aparecido aplicaciones en el campo de los nanomateriales tales como sensores 
iónicos,169 biomateriales o dispositivos electrónicos.170 
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Figura 35. Resumen de diversas aplicaciones propuestas para los nanotubos peptídicos. 
5.1. Antimicrobianos 
La proliferación de bacterias resistentes a los antibióticos ha despertado el 
interés por el desarrollo de fármacos con nuevos mecanismos de acción.171 La utilización 
de los CPs como agentes antimicrobianos es un aspecto de gran interés por los 
problemas recientes derivados de la aparición de bacterias resistentes a diferentes 
agentes antimicrobianos y debido a la estabilidad de los ciclopéptidos en los medios 
biológicos.172 Los ciclopéptidos anfipáticos con este tipo de propiedad se ensamblan 
rápidamente en las membranas bacterianas sin unirse a ninguna proteína o receptor 
específico, por lo que se espera que las bacterias no adquieran resistencia tan fácilmente 
como contra los antibióticos comunes. De esta forma, los D,L-α-CPs anfifílicos de 6 ó 8 
miembros pueden auto-ensamblarse sobre las membranas celulares dando lugar a 
nanotubos que se orientan formando un ángulo de 20 o con el plano de la bicapa lipídica. 
Este tipo de modo de acción se conoce como ``mecanismo tipo alfombra´´ (Figura 36).168 
Este mecanismo consiste en que la cara hidrofóbica del nanotubo interacciona con la 
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superficie interna de la membrana, mientras que la parte hidrofílica del tubo queda 
expuesta a los componentes más polares del exterior de la célula.173 De esta forma, 
modifica las propiedades de permeabilidad de iones y pequeñas moléculas polares, 
distorsionando el balance iónico y provocando la muerte del patógeno. 
 
Figura 36. Mecanismos de acción propuestos para los nanotubos peptídicos antimicrobianos, 
basados en la formación de canales o poros mediante la asociación de varios nanotubos que en 
ambos casos con los nanotubos orientados perpendicularmente y el mecanismo tipo alfombra 
en el que los nanotubos se orientan paralelamente a la bicapa lipídica. 
En el año 2001, el grupo de Ghadiri demostró que los nanotubos peptídicos se 
podrían usar como agentes antimicrobianos. Esta primera generación mediante el D-L-
α-CPs anfifícos contenían en su secuencia 3-4 residuos hidrofílicos (Lys, Arg, Glu y Ser) 
mientras que los restantes eran hidrofóbicos con la secuencia (L-Trp-D-Leu)n.172 Este 
diseño actuaba contra bacterias Gram-positivas, destacando su actividad contra el 
Staphylococcus aureus. Una de las grandes ventajas es que los CPs se pueden diseñar 
para actuar frente a bacterias y no sobre las células humanas de mamíferos. Estos CPs 
demostraron ser activos frente a bacterias Gram-positivo, tanto in vivo como in vitro 
incluida Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA). Sin embargo, poco 
después se descubrió una nueva familia de antibióticos naturales denominados 
Mannopeptimicinas con actividad frente a staphylococcus resistentes a meticilina o 
enterococcus resistentes a vancomicina (Figura 37A).174 De esta forma, basándose en 
este concepto, en el año 2009 el grupo de Ghadiri sintetizaron y estudiaron la actividad 
de D-L-α-CPs funcionalizados con D-glucosamina, D-galactosa y D-fructosa demostrando 
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un aumento de la solubilidad pero sin reducir la activada antibacteriana (Figura 37B).175 
Además se desarrollaron glicopéptidos que demostraron ser activos frente a bacterias 
Gram-positivo, su mayor ventaja era que presentaban una menor toxicidad mientras 
mantenía su potencial antibacteriano. 
 
Figura 37. A) Estructura de la Mannopeptimicina α. B) Estructura de uno de los glicopéptidos 
sintetizado por el grupo de Ghadiri. 
 
5.2. Transporte de fármacos 
Una aplicación interesante de los ciclopéptidos es su utilización como sistemas 
de transporte de fármacos. Un ejemplo de esta aplicación es el uso de ciclopéptidos 
hidrofóbicos para el transporte del fármaco antitumoral 5-fluorouracilo, con lo que se 
mejora su actividad citotóxica.176 Otra aplicación es la utilización de SCNPs cargados con 
doxorrubicina en el tratamiento de cáncer de mama.177 En estos casos se podría 
observar que el híbrido de nanotubo y doxorrubicina mantenía la actividad del fármaco 
en células resistente al mismo. Sin embargo, en lugar de utilizar CPs hidrofóbicos, 
emplearon haces de nanotubos, los cuales se forman mediante el autoensamblaje 
molecular de CPs hidrofílicos que contenían un residuo de cisteína. Una vez cargados 
con el fármaco antitumoral, la superficie externa de los nanotubos se modificó con un 
PEG, con el fín de reducir su toxicidad. Estos agregados supramoleculares cargados con 
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la doxorrubicina mostraron una mejora de las propiedades antitumorales del fármaco, 
la citotoxidad, absorción y la distribución intracelular. 
En el año 2014, se presentó el primer sistema de transporte de fármacos basado 
en conjugados de polímeros y ciclopéptidos formadores de nanotubos.178 Para ello, se 
empleó un fármaco anticancerígeno basado en rutenio (RAPTA-C). Este fármaco que se 
conjugó a un copolímero basado en poli(2-hidroxietilacrilato) (pHEA), que aporta 
solubilidad y el poli(2-cloroetilmetacrilato) (pCEMA) que se conjuga con el fármaco. 
Estos polímeros se enlazan a un ciclopéptido a través de una reacción de tipo ``click 
chemistry´´ (Figura 38). Las pruebas llevadas a cabo en líneas celulares cancerígenas 
demostraron que mientras el conjugado péptido-polímero no demostraba toxicidad a 
concentraciones superiores a 590 μg/mL, el sistema péptido-polímero-RAPTA-C 
mostraba diez veces más toxicidad en las células cancerígenas que el fármaco aislado. 
Por lo tanto, el aumento en la toxicidad era una clara demostración de que estas 
actividades eran el resultado de un mejor transporte celular de RAPTA-C por parte del 
sistema péptido-polímero. 
 
Figura 38. Estructura del ciclopéptido funcionalizado con el copolímero pHEA-pCEMA conjugado 
con el fármaco RAPTA-C (color rojo). 
5.3. Canales iónicos 
La capacidad de los CPs para insertarse en las bicapas lipídicas los convierte en 
buenos candidatos para aplicarlos como canales iónicos. El grupo de Ghadiri demostró 
que un ciclo formado por ocho aminoácidos conteniendo cadenas laterales hidrofóbicas 
(c-[(Trp-D-Leu-)3-Gln-D-Leu]), era capaz de formar canales iónicos con un diámetro 
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interno de 7.5 Å.179 La formación de canales iónicos se demostró mediante medidas de 
la intensidad de la emisión de fluorescencia de un colorante sensible al pH, observando 
que la eficiencia de transporte de protones/iones era similar a la de los canales naturales 
como la Gramicidina A o Amfotericina B. Por el contrario, en los estudios con 
ciclopéptidos con cadenas laterales hidrofílicas (c-[(Gln-D-Leu-)4]) no se observó 
transporte en las mismas condiciones. 
 
Figura 39. Representación de un nanotubo peptídico insertado en una bicapa lipídica. 
Además, los estudios de conductividad demostraron que los CPs transportaban 
iones alcalinos como Na+ o K+, aunque la selectividad entre ambos cationes era baja. 
Experimentos llevados a cabo para comprobar el transporte de pequeñas moléculas 
hidrofílicas como la glucosa no dieron lugar a resultados positivos, debido a que el 
diámetro del poro de 7.5 Å era demasiado pequeño para permitir el transporte de dichas 
moléculas. Por este motivo, se sintetizó un CP de diez residuos(c-[Gln-(D-Leu-Trp-)4-D-
Leu-]) con un diámetro interno de 10 Å.180 Este CP mostraba una gran eficiencia en el 
transporte de glucosa y del ácido glutámico,181 así como de fármacos antitumorales.176 
Más recientemente, el grupo del Profesor Perrier publicó el estudio de las 
propiedades de un primer nanotubo Janus formado por un CP unido a dos polímeros de 
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propiedades diferentes.182 Para ello, decidieron sintetizar un CP funcionalizado con dos 
polímeros diferentes e inmiscibles, poliestireno y poli-n-butilacrilato. Este híbrido se 
auto-ensamblaba dando lugar a los correspondientes nanotubos (una estrategia que se 
comentará con más detalle más adelante). Estas estructuras poseían la capacidad de 
formar grandes poros en membranas lipídicas (Figura 40) gracias a la asociación de los 
nanotubos y a que el polímero de poli-n-estireno era inmiscible con los fosfolípidos de 
la membrana. 
 
Figura 40. Nanotubo Janus funcionalizado con los dos polímeros no miscibles insertado en la 
membrana lipídica formando un macroporo. 
5.4. Biomateriales  
En los últimos años los grupos de Biesalski y Börner,183,184 inicialmente, y S. 
Perrier y K. Jolliffe,185 posteriormente, combinaron los ciclopéptidos con diferentes 
polímeros con el objetivo de crear materiales con propiedades emergentes que deriven 
de la combinación de ambos componentes. En estos híbridos los CPs actúan como 
directores del ensamblaje mediante su apilamiento para organizar los polímeros en 
torno a esta estructura. Estos híbridos poliméricos ofrecen la ventaja de poseer un 
amplio rango de funcionalidades además de un mayor control sobre la longitud de los 
nanotubos.186 El Prof. Biesalski publicó en el 2005 el primer ejemplo de este tipo de 
materiales híbridos.187 Para ello, sintetizaron un D,L-octapéptido funcionalizado con 
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iniciadores de polimerización en las cadenas laterales y posteriormente provocaron la 
polimerización de la N-isopropilacrilamida (NIPAM) para dar lugar a un material en el 
cual el núcleo es el nanotubo peptídico enlazado covalentemente a una cubierta 
polimérica (Figura 41). 
 
Figura 41. Esquema sintético de un híbrido polímero-nanotubo peptídico en el que el proceso 
de polimerización se produce una vez formado el nanotubo. 
Este grupo también estudió el proceso de formación de nanotubos con el 
polímero ya unido al ciclopéptido, permitiendo posteriormente el auto-ensamblaje 
molecular, sin que aparentemente se modifique la estructura final del nanotubo. El 
primer ejemplo de esta estrategia data del año 2006, cuando el grupo de Börner publicó 
la síntesis de un “bioconjugado” del tipo cola-anillo-cola formado por α-D,L-CP y dos 
poli-n-butilacrilatos.188 El CP poseía dos lisinas situadas en posiciones opuestas del ciclo, 
a través de las cuales se enlazaron los dos bloques poliméricos. Las propiedades del 
auto-ensamblaje apenas se veían alteradas por la conjugación de los polímeros. De 
hecho, el complejo formado exhibía una fuerte tendencia a la formación de estructuras 
tubulares en la que se obtenían estructuras con dimensiones con alturas de 1.4 nm, 
                                                          




anchuras de 5 nm y longitudes de entre 200 y 300 nm. El proceso de polimerización 
también se llevó a cabo mediante la luz, empleando para ello CPs que poseen una unidad 
de diacetileno en la cadena lateral del CP. Los nanotubos resultantes poseían longitudes 
superiores a los 100 nm y podrían tener aplicaciones en el desarrollo de componentes 
electrónicos.189 En el año 2010, el grupo de Perrier llevó a cabo la conjugación de dos, 
tres e incluso cuatro unidades poliméricas a un mismo D,L-ciclopéptido a través de 
reacciones de cicloadición azida-alquino catalizadas por cobre.190 El amplio rango de 
polímeros disponibles para la conjugación permite el diseño de nanotubos solubles en 
una gran variedad de medios, tanto apolares como polares, incluyendo agua. Un aspecto 
sobresaliente de estos estudios es que observaron que cuanto mayor era el tamaño del 
polímero enlazado, menor era la longitud del nanotubo formado, por lo que, en cierta 
medida era uno de los primeros métodos que permitían controlar la longitud del 
nanotubo. También encontraron la particularidad de que la ``corteza´´ polimérica 
consigue proteger a los nanotubos de la competición por los enlaces de hidrógeno de 
disolventes como el ácido trifluoroacético o la dimetilformamida, por lo que aumentaba 
su estabilidad. 
La presencia de polímeros permitió la preparación de materiales inteligentes 
cuya estructura y propiedades se puede regular por estímulos externos como el cambio 
de pH.191 La combinación de los nanotubos peptídicos, con polímeros sin una unión 
covalente también se ha utilizado para reforzar la dureza de los polímeros.192 En estos 
casos se consiguen componentes con propiedades reforzadas de rigidez y dureza. 
Xu y colaboradores también funcionalizaron α-D,L-CPs a través de sus cadenas 
laterales con polímeros de bajo peso molecular, como poli(etilenglicol), poliestireno o 
polimetilmetacrilato.193 Posteriormente, depositaron estos conjugados junto con el 
copolímero de bloque de poliestireno-b-poli(metilmetacrilato) formando películas 
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poliméricas. En ellas los ciclopéptidos dan lugar a nanocanales que están alineados 
verticalmente a la película polimérica (Figura 42). Estos híbridos mezclados con películas 
de polímeros de bloque formada por la membrana porosa permitía el paso selectivo de 
gases. La difusión era más rápida para gases formados por moléculas pequeñas, como 
el dióxido de carbono, que para moléculas más grandes, como el neopentano. 
 
Figura 42. Formación de microdominios porosos mediante la generación de películas porosas 
gracias al co-ensamblaje de ciclopéptidos y copolímeros de bloque. 
Otro ejemplo destacable es la utilización de los nanotubos peptídicos cíclicos 
como excelentes andamios para la construcción de fibras en el interior de vesículas.194 
El investigador Alejandro Méndez en nuestro grupo de investigación desarrolló un 
proceso de polimerización supramolecular para formar geles mediante el diseño de 
nanotubos anfipáticos. En este caso el CP contenía un residuo con una hidroxilamina 
sobre el que se unían grupos hidrofóbicos como un pireno mediante la formación de 
una oxima. La presencia de dos histidinas permite controlar el auto-ensamblaje con el 
cambio del pH del medio. De esta forma la basificación de las disoluciones de este 
péptido daban lugar a hidrogeles viscoelásticos gracias a la combinación de 
interacciones de enlaces de hidrógenos, apilamiento π-π, e interacciones hidrofóbicas 
(Figura 43). El proceso se pudo llevar a cabo en el interior de microvesículas que 
recuerdan al esqueleto vesicular. Las muestras acuosas ácidas del CP atrapadas en el 
interior de las vesículas se mantenían como disoluciones, pero la adición de una base en 
el medio induce la formación de nanotubos y su gelificación, tal como se podía observar 
                                                          




por fluorescencia confocal debido a la diferente emisión del pireno en ambas 
condiciones. 
 
Figura 43. Formación de fibras en gotas de agua en aceite como consecuencia de la formación 
de los nanotubos. 
Recientemente nuestro grupo de investigación publicó la síntesis y el estudio de 
las propiedades de un nuevo biomaterial, que combina los dos principales tipos de 
nanotubos; los nanotubos peptídicos y los nanotubos de carbono de pared simple.195 
Este nuevo material combina las propiedades de ambos nanotubos, la dureza y las 
propiedades electrónicas de los nanotubos de carbono y la biocompatibilidad y facilidad 
para modificar las propiedades de los nanotubos. Para ello, se empleó un α,γ-
ciclopéptido anfifílico (Figura 44), en el que una de las cadenas laterales de una lisina se 
funcionalizó con un grupo pireno a través de la formación de un enlace amida. Este 
grupo pireno, además de aportar hidrofobicidad al ciclopéptido, permitió la interacción 
con los nanotubos de carbono a través de las interacciones π-π. Por otra parte, los 
residuos ionizables del péptido (lisina, glutámico y arginina) aportaban al péptido una 
gran solubilidad en agua, por lo que se consiguió la solubilización de los nanotubos de 
carbono en agua gracias a la formación de este material híbrido supramolecular. 
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Figura 44. Representación del ciclopéptido empleado para la formación del híbrido 
supramolecular. Modelo de formación mediante el auto-ensamblaje del mismo (izquierda), y la 
interacción con los nanotubos de carbono. 
La formación de la especie híbrida se pudo confirmar mediante técnicas de 
microscopía (AFM, TEM). También, se encontró que los nanotubos de carbono que 
formaron el material híbrido eran preferentemente los semiconductores, por lo que 
este método también podría ser empleado para la identificación y la separación de los 
nanotubos de carbono semiconductores de los metálicos y, a largo plazo, para 
manipular las propiedades de los nanotubos de carbono. 
En el año 2015, el mismo péptido se empleó en la preparación de nanomateriales 
híbridos con cluster metálicos basados en las interacciones no covalentes entre 
agregados triatómicos de plata (Ag3) y los anillos aromáticos del CP (Figura 45).196 Los 
clústeres de plata se insertan entre las interacciones π-π de los pirenos estabilizando los 
nanotubos peptídicos. Además, cuando se deposita sobre superficie de mica se observa 
como estos clústeres se depositan sobre la superficie del nanotubo. Mediante la 
espectroscopía de fuerza atómica (AFM) y las simulaciones computacionales 
confirmaron el alineamiento de las moléculas sobre los nanotubos peptídicos. Estos 
materiales podrían utilizarse en el desarrollo de circuitos electrónicos moleculares. 
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Figura 45. Modelo propuesto de los nanotubos depositados en mica observándose la interacción 
de las moléculas de Ag3 con el pireno que contiene el CP, mejorando el auto-ensamblaje 
molecular. 
5.5. Dispositivos electrónicos  
Los nanocables moleculares formados por nanotubos peptídicos han llamado 
mucho la atención debido a sus posibles aplicaciones en el campo de la nanoelectrónica, 
para el diseño y la fabricación de materiales unidimensionales con potenciales 
aplicaciones en dispositivos ópticos y electrónicos.197 
El grupo de Ghadiri preparó unos CPs que tenían dos o cuatro unidades NDI 
(Figura 46).198 De esta forma, además de los enlaces de hidrógeno entre subunidades 
peptídicas se podían establecer interacciones hidrofóbicas o empaquetamiento π- π 
entre las unidades de NDI.155  La primera interacción permitía que las unidades de NDI 
quedasen próximas entre sí, de forma que se pudiesen producir estados de carga 
deslocalizada a lo largo de los nanotubos. La segunda interacción permite el crecimiento 
de los nanotubos hasta longitudes superiores a los cien nanómetros, generando una 
nueva clase de biomateriales sintéticos que exhiben estados de carga deslocalizados. 
Debido a las dimensiones de los nanotubos peptídicos, estos materiales podrían tener 
aplicación en el campo de la nanoelectrónica.  
                                                          
197 Ozin, G. A.  Nanochemistry. A Chemical Approach to Nanomaterials (Royal Society of Chemistry, 
Cambridge, 2005. 
198 Horne, W. S.; Ashkenasy, N.; Ghadriri, M. R. Chem. Eur. J., 2005, 11, 1137-1144. 






Figura 46. Hilos moleculares basados en el apilamiento de CPs que contienen NDI en su 
secuencia. 
Por otra parte, el grupo de Kimura publicó la síntesis de un ciclo-β-tripéptido 
funcionalizado con tres terpiridinas a través de las cadenas laterales de ácido glutámico 
(Figura 47).199 Los grupos terpiridina generan lugares de unión ideales para metales 
como el Cu (II). Esta complejación se seguía mediante la espectroscopía de UV en la que 
se observaba el aumento de la banda característica a 330 nm cuando se añadían 
alícuotas de CuCl2. Estos cambios se observaban hasta la adición de dos equivalentes de 
la sal metálica por cada ciclopéptido. Estos nuevos sistemas poseen, además de un 
momento macrodipolar propio de los nanotubos formados por β-ciclopéptidos, una alta 
conductividad electrónica. 
                                                          





Figura 47. Representación del ciclo-β-tripéptido funcionalizado con terpiridinas generando el 
auto-ensamblaje y la complejación del Cu(II). 
En nuestro grupo de investigación se ha preparado α,γ-ciclopéptidos al que se 
unió covalentemente un fullereno y que también podría tener aplicaciones en el 
desarrollo de nuevos componentes electrónicos moleculares.200 Dicho ciclopéptido es 
capaz de alinear las moléculas de fullereno alternadamente a lo largo del nanotubo 
cuando se depositaba sobre las superficies de mica o grafito. Como consecuencia de 
esto, los fullerenos forman dos nanocables paralelos unidos mediante un material 
aislante, que es el nanotubo peptídico. 
 
Figura 48. Representación del α,γ-ciclopéptido funcionalizado con un fullereno y la formación 
de nanotubos sobre una superficie sólida que conduce a la alineación de los mismos. 
Anteriormente, nuestro grupo de investigación desarrolló un novedoso sistema 
multicomponente basado en la capacidad de los α,γ-CPs para formar heterodímeros.201 
                                                          
200 Reiriz, C.; Brea, R. J.; Arranz, R.; Carrascosa, J. L.; Garibotti, A.; Manning, B.; Valposta, J. M.; Eritja, 
R.; Castedo, L.; Granja, J. R. J. Am. Chem. Soc., 2009, 131, 11335-11337.   
201 Brea, R. J.; Vázquez, M. E.; Mosquera, M.; Castedo, L.; Granja, J. R. J. Am. Chem. Soc., 2007, 129, 




Las propiedades del grupo pireno para dar lugar a excímeros, exciplejos y complejos de 
transferencia energética (FRET) con un grupo espectroscópicamente adecuado, como el 
dapoxilo, hace que los sistemas formados por el conjugado pireno-dapoxilo sean 
especialmente atractivos para el desarrollo de sensores basados en procesos de homo- 
y heterodimerización. Unos resultados similares se obtuvieron cuando se empleó la 
pareja pireno-perileno.202 El desarrollo de estos sistemas, de múltiples especies y 
equilibrios, puede tener una gran repercusión en el avance y la compresión de la química 
de sistemas, con aplicaciones en campos tan diversos como las ciencias de la 
computación y la sociología molecular.203,34 
 
Figura 49. Equilibrios entre α,γ-CpAchPyr y α,γ-CpAcpDap y sus diferentes señales de emisión en 
función de las diferencies especies diméricas formadas. 
5.6. Atrapado de Guest en la cavidad del nanotubo 
El desarrollo de los CPs formados γ-aminoácidos cíclicos (ácido 3-
aminocicloalcabocarboxílico) que mantiene la capacidad de auto-ensamblarse204 
permitió la funcionalización de la cavidad interna del nanotubo. La utilización de un γ-
aminoácido con un grupo hidroxilo en el carbono beta en este tipo de aminoácidos se 
                                                          
202 Brea, R. J.; Pérez-Alvite, M. J.; Panciera, M.; Mosquera, M.; Castedo, L.; Granja, J. R. Chem. Asian J., 
2011, 6, 110-121.   
203 Nitschke, J. R. Nature, 2009, 462, 736-738. 
34 Ludlow, R. F.; Otto, S. Chem. Soc. Rev., 2008, 37, 101-108.   




ha utilizado para incorporar otros grupos como el ácido picolínico y para atrapar 
diferentes especies en su interior (Figura 50).205,206 
 
Figura 50. Estructura del ciclopéptido c-[(D-Leu-MeN-γ-Ahf-D-Leu-L-MeN-γ-Acp)2] (izquierda) que 
encapsula una molécula de ácido oxálico o iones de plata
                                                          
205 Rodríguez-Vázquez, N.; García-Fandiño, R.; Amorín, M.; Granja, J. R. Chem. Sci., 2016, 7, 183-187.   
206 Rodríguez-Vázquez, N.; García-Fandiño, R.; Aldegunde, M. J.; Brea, J.; Loza, M. I.; Amorín, M.; 













El objetivo general de este capítulo es la síntesis de un péptido cíclico de ocho 
residuos de quiralidad alternante (D, L--CP) que contenga un grupo hidrazida para 
mediante procesos dinámicos unir diferentes grupos que cambien las propiedades del 
nanotubo. En base a los precedentes de nuestro grupo de investigación en el que los 
grupos pireno aumentaban la estabilidad de los nanotubos peptídicos, nuestro primer 
objetivo era estudiar las propiedades para auto-ensamblarse de un CP en el que el grupo 
pireno está unido mediante una hidrazona.194,195,196 Este grupo se unirá de forma 
temporal al CP para inducir la formación y estabilización de los nanotubos. El efecto se 
abordará evaluando la formación de nanotubos del péptido con y sin el pireno. Una vez 
depositado sobre una superficie determinada, mica inicialmente, se estudia la 
eliminación del pireno para liberar las hidrazidas sin interferir en la estructura del 
nanotubo y posteriormente se pasará a estudiar su reactividad con otros aldehídos para 
cambiar las propiedades externas del nanotubo.207 
 
Figura 51. Estrategia general para el desarrollo de una herramienta universal para la deposición 
de diferentes tipos de moléculas sobre los nanotubos peptídicos. 
                                                          
194 Méndez-Ardoy, A.; Granja, J. R.; Montenegro, J. Nanoscale Horizons, 2018, 3, 391-396. 
195 Montenegro, J.; Vázquez-Vázquez, C.; Kalinin, A.; Geckeler, K. E.; Granja, J. R. J. Am. Chem. Soc., 
2014, 136, 2484-2491. 
196 Cuerva, M.; García-Fandiño, R.; Vázquez-Vázquez, C.; López-Quintela, M. A. Montenegro, J.; 
Granja, J. R. ACS Nano., 2015, 11,10834-10843. 




Por tanto, el primer objetivo de este trabajo sería, confirmar mediante diferentes 
técnicas pero especialmente mediante espectroscopía de fuerza atómica (AFM) la 
formación de los nanotubos depositados sobre una placa aniónica (mica). Para ello, 
inicialmente se demostrará la formación de los nanotubos en disolución, y 
posteriormente se procederá a optimizar las condiciones para depositar los nanotubos 
sobre las superficies planas. 
Un segundo objetivo de este trabajo es demostrar la reversibilidad del grupo 
hidrazona empleado como anclaje ortogonal al ciclopéptido. Para ello, los nanotubos 
formados serán tratados en condiciones suaves para romper dicho enlace dinámico sin 
que la estructura del nanotubo se vea afectada. Estos estudios deben ser compatibles 
con las técnicas de AFM para seguir cada una de las etapas del proceso. 
Finalmente, una vez demostrado la integridad de los nanotubos tras la hidrólisis 
del linker, se procederá a funcionalizar los nanotubos con diferentes aldehídos. La 
optimización de esta conjugación se realizará con aldehídos voluminosos que permitan 
seguir la modificación en las alturas del nanotubo mediante AFM. Una vez optimizado 
este proceso se unirá al nanotubo otros aldehídos, que contengan algún elemento 
reconocible por un receptor proteico, como por ejemplo, un azúcar y una lectina. En 
este caso, la eficacia de este proceso se seguirá estudiando la deposición de la proteína 
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RESULTADOS Y DISCUSIONES 
1. Antecedentes 
El ensamblaje supramolecular basado en el ordenamiento de proteínas en 
estructuras con diferentes morfologías todavía representa un desafío importante.208 El 
ensamblaje monodimendional (1D) de proteínas formando fibras o tubos representa 
una alternativa biocompatible para la preparación de estructuras fundamentales que 
puedan ser empleadas en la preparación de plantillas lineales multivalentes (Figura).209 
Las organizaciones 1D de proteínas sobre las superficies planas es un paso mas para el 
desarrollo de chips, sensores o la exploración de la física cuántica a nivel 
nanodimensional. Los nanotubos de carbono y las dobles hebras de ADN se han utilizado 
como plantillas para la inmovilización de proteínas, pero todavía carecen de una 
masificación controlada y requieren de una construcción específica del molde para cada 
proteína.210,211 
 
Figura 52. Estrategia para la construcción de nanotubos proteicos mediante interacciones 
electrostáticas y enlaces covalentes. 
Los nanotubos peptídicos son estructuras tubulares derivadas del auto-
ensamblaje molecular de péptidos pequeños.212 Entre la variedad de nanotubos, los 
compuestos de péptidos cíclicos de quiralidad alternante (D, L--CP) representan uno 
de los materiales más prometedores debido al control preciso del diámetro de los 
nanotubos y de las propiedades de la superficie externa.156 La simplicidad de 
                                                          
208 Garcia-Seisdedos, H.; Empereur-Mot, C.; Elad, N.; Levy, E. D. Nature, 2017, 548, 244-247. 
209 Miao, L.; Fan, Q.; Zhao, L.; Qiao, Q.; Zhang, X.; Hou, C.; Xu, J.; Luo, Q.; Liu, J.  Chem. Commun., 
2016, 52, 4092-4095. 
210 Niemeyer, C. M. Angew. Chem. Int. Ed., 2001, 40, 4128-4158. 
211 Nagaraju, K.; Reddy, R.; Reddy, N. J. Appl. Biomater. Funct. Mater., 2015, 13, e301-e312. 
212 N. C. Burgess, T. H. Sharp, F. Thomas, C. W. Wood, A. R. Thomson, N. R. Zaccai, R. L. Brady, L. C. 
Serpell and D. N. Woolfson, J. Am. Chem. Soc., 2015, 137, 10554–10562. 
156 Rodríguez-Vázquez, N.; Amorín, M.; Granja, J. R.  Org. Biomol. Chem., 2017, 15, 4490-4505. 
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intercambiar los residuos utilizados en los CP para ajustar las propiedades de la 
superficie de los nanotubos ofrece grandes oportunidades para incorporar unas 
funciones y características novedosas. Además, la posibilidad de utilizar aminoácidos no 
naturales amplía el repertorio de aplicaciones. Por ejemplo, la incorporación de una 
naftalenodiamida en las cadenas laterales de las lisinas del péptido cíclico se ha utilizado 
para generar mediante un proceso de redox unos nanotubos con estados electrónicos 
deslocalizados (Figura 53).155  
 
Figura 53. A) La incorporación del grupo naftalenodiamida en las cadenas laterales de las lisinas 
del péptido cíclico. B) Representación esquemática del auto-ensamblaje de los nanotubos 
promovidos por un proceso redox. 
Además, la incorporación de diferentes tipos y números de cadenas poliméricas se ha 
utilizado para preparar materiales híbridos avanzados.213 Estas macromoléculas no solo 
ofrecen la posibilidad de introducir una gran variedad de funcionalidades en la superficie 
exterior del tubo sino también permiten controlar la longitud del nanotubo.214 El grupo 
de Perrier ha demostrado que dependiendo del tipo y la longitud del polímero y del 
medio empleado es posible prevenir el crecimiento ilimitado del nanotubo. Para 
preparar estos materiales híbridos se han desarrollado diferentes estrategias en las que 
las cadenas poliméricas se pueden incorporar antes o después de la formación del 
nanotubo.215  
                                                          
155 Ashkenazy, N.; Horne W. S.; Ghadiri, M. R. Small, 2006, 2, 99-102. 
213 Larnaudie, S. C.; Brendel, J. C.; Romero-Canelón, I.; Sanchez-Cano, C.; Catrouillet, S.; Sanchis, J.; 
Coverdale, J. P. C.; Song, J. -I.; Habtemariam, A.; Sadler, P. J.; Jolliffe, K. A.; Perrier, S. 
Biomacromolecules, 2017, 19, 239-247. 
214 Larnaudie, S. C., Brendel, J. C.; Jolliffe, K. A.; Perrier, S. ACS Macro Lett., 2017, 6, 1347-1351. 
215 Gody, G.; Roberts, D. A.; Maschmeyer, T.; Perrier, S.  J. Am. Chem. Soc., 2016, 138, 4061-4068. 




Figura 54. Representación de la incorporación de cadenas poliméricas a los nanotubos 
peptídicos. 
Alternativamente, también se ha incorporado un resto de 
guanidiniocarbonilpirrol artificial en la cadena lateral de una lisina para la preparación 
de CPs que se pueden emplear en la administración celular de ADN (Figura 55).216  
 
Figura 55. Representación esquemática del ciclopéptido que lleva incorporado en la cadena 
lateral de la lisina el grupo guanidiniocarbonilpirrol. 
Recientemente en nuestro grupo de investigación se ha utilizado un grupo pireno unido 
a un péptido cíclico formado por alfa y gama-aminoácidos no solo como una sonda 
molecular para seguir el proceso de ensamblaje, sino también como herramienta de 
interacción supramolecularmente con otras moléculas. Por ejemplo, los péptidos 
cíclicos dotados de una unidad de pireno se han utilizado para depositar nanotubos de 
carbono de pared simple sobre superficies de micas (Figura 56).195 Estos híbridos de 
                                                          
216 Li, M.; Ehlers, M.; Schlesiger, S.; Zellermann, E.; Knauer, S. K.; Schmuck, C. Angew. Chem. Int. Ed., 
2016, 55, 598-601. 
195 Montenegro, J.; Vázquez-Vázquez, C.; Kalinin, A.; Geckeler, K. E.; Granja, J. R. J. Am. Chem. Soc., 
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nanotubos peptídicos y de carbono suman las propiedades de ambos materiales, 
combinado, la dureza y propiedades electrónicas de los de carbono con la reversibilidad 
e biocompatibilidad de los nanotubos peptídicos. Ese mismo péptido se empleó para la 
alineación de clústeres de plata formados por tres átomos de plata en la fabricación de 
nuevos materiales híbridos.196 En este caso se empleó una nueva clase de interacción 
supramolecular metal-π, de tal forma que estos novedosos clústers metálicos 
desarrollado por el grupo de A. Quintela, interacciona con las nubes aromáticas del 
pireno posiblemente dirigido por el efecto entrópico como consecuencia de un aumento 
del desorden de las moléculas de agua.217 En ambos casos, los nanotubos peptídicos se 
han usado para dirigir y alinear la deposición de estos materiales sobre las superficies 
de mica. Adicionalmente los anillos del pireno juegan un papel fundamental a la 
formación y estabilización del nanotubo y además reconoce los cluster y los nanotubos 
de carbono. 
 
Figura 56. Representación esquemática del ciclopéptido formado por alfa y gama-aminoácidos 
dotados de una unidad de pireno donde está depositado el nanotubo de carbono favorecido por 
la interacción electrostáticas sobre la superficie aniónica (mica). 
                                                          
196 Cuerva, M.; García-Fandiño, R.; Vázquez-Vázquez, C.; López-Quintela, M. A. Montenegro, J.; Granja, 
J. R. ACS Nano., 2015, 11,10834-10843. 
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A pesar de los avances logrados con estas ``pinzas moleculares aromáticas´´ para 
la interacción con otras especies que se adhieran sobre la superficie del nanotubo. Sin 
embargo su aplicación está restringida a pequeñas moléculas planas que puedan 
establecer interacciones al tipo de apilamiento π. Por tanto el disponer de un método 
``universal´´ que permita la unión de diferentes tipos de moléculas, especialmente 
proteínas, sería un logro importante en esta área. Sin embargo, los estudios realizados 
en el grupo muestran que el pireno juega un papel determinante no solo en el proceso 
de reconocimiento si no también en la formación del nanotubo. Es por ello que la nueva 
pinza debería cumplir ambos requisitos. Ante esta dificultad, decidimos modificar 
nuestra metodología de tal forma que permitiese disponer del pireno como elemento 
facilitador de la formación del nanotubo pero que, una vez formado el nanotubo, se 
pudiese sustituir por ligandos más selectivos para el reconocimiento de proteínas. En 
consecuencia, pensamos en el desarrollo de un proceso dinámico, basado en enlaces 
covalentes dinámicos,218 en el cual el sustituyente pirénico se usa temporalmente para 
estabilizar e inducir la formación de nanotubos. El péptido resultante debería 
ensamblarse de forma controlada en diferentes medios, y depositarse en superficies 
planas como la mica. El uso de enlaces reversibles covalentes debería permitir la 
eliminación del resto aromático, una vez depositado el nanotubo liberando un grupo 
reactivo que podría usarse posteriormente para unir otros ligandos funcionales. Estos 
extremos reactivos proporcionarían una nueva clase de "velcro molecular" universal 
para la deposición directa de una amplia diversidad de moléculas. Un aspecto clave es 
que las condiciones de rotura de los enlaces covalentes deben poderse realizar en 
condiciones suaves que no afectan a la estructura de los nanotubos. 
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Figura 57. Esquema representativo de la formación de un péptido cíclico de ocho miembros en 
donde las cadenas laterales están orientadas hacia el exterior del nanotubo formando un ángulo 
de 45o en disposición ecuatorial, la mitad orientados hacia arriba y la otra mitad hacia abajo. La 
formación de los nanotubos puede dar lugar a dos formas de auto-ensamblaje, la antiparalela y 
la paralela. 
 Una de las grandes ventajas de los nanotubos peptídicos es el riguroso control 
sobre la orientación de las cadenas laterales (Figura 57), todas dispuestas hacia el 
exterior del tubo, formando un ángulo, para el caso de los octapéptidos, de 
aproximadamente 45o. Todas las cadenas laterales están una disposición 
pseudoecuatorial que, debido a la quiralidad alternante, la mitad de ellas están 
orientadas hacia arriba y la otra mitad hacia abajo. El diseño de este tipo de nanotubos 
determina que los residuos de quiralidad L, solo pueden apilarse sobre los residuos de 
idéntica quiralidad.163 A pesar de que los estudios recientes han mostrado que los 
nanotubos se pueden formar por apilamientos paralelos y antiparalelos, los estudios 
realizados sugieren que las hojas plegadas antiparalelas son más estables.219 De esta 
forma, la hoja plegada antiparalela determina como se agrupan los diferentes 
sustituyentes dentro del nanotubo. En el caso de los octapéptidos existe la posibilidad 
de formar cuatro interacciones diferentes por cada par de péptidos (Figura 58). De todas 
formas, la presencia de un grupo como el pireno puede determinar que las 
interacciones, a través de los péptidos (en este caso interacciones π-π) determine que 
el apilamiento más favorable sea el que ambos residuos se apilen uno sobre el otro (por 
ejemplo, el dímero que aparece en la figura remarcada por la forma en la que el residuo 
                                                          
163 Hartgerink, J. D.; Granja, J. R.; Milligan, R. A.; Ghadiri, M. R. J. Am. Chem. Soc., 1996, 118, 43-50. 
158 Silk, M. R.; Newman, J.; Ratcliffe, J. C.; White, J. F.; Caradoc-Davies, T.; Price, J. R.; Perrier, S.; 
Thompson, P. E.; Chalmers, D. K. Chem. Commun., 2017, 53, 6613-6616. 
219 Kobayashi, K.; Granja, J. R.; Ghadiri, M. R. Angew. Chem., Int. Ed. Engl. 1995, 34, 95-98. 
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verde se apila sobre otro verde (Figura 58D). En esta forma, el aminoácido marcado con 
color rojo también queda formando los enlaces de hidrógeno con el otro residuo 
marcado en rojo. Esta especial preferencia en los nanotubos permite determinar la 
disposición relativa de las cadenas laterales si existe alguna interacción determinante. 
Por ejemplo, la presencia del pireno puede determinar que el quinto residuo quede 
dispuesto en la cara opuesta del nanotubo. De esta forma cuando se deposita el 
nanotubo, dirigido por los residuos de color rojo (Arg), Por tanto, disponiendo el grupo 
unión a la superficie plana y el extremo reactivo sobre el que se unen el pireno y otros 
grupos, dispuestos en lado opuestos del péptido cíclico, residuos 1 y 5, ambos grupos 
quedarán siempre colocados en las caras opuestas del nanotubo. De esta forma, la unión 
de ligandos sobre los grupos reactivos tiene lugar sobre la cara superior del nanotubo, 
quedando expuestos al medio para interaccionar y facilitar la deposición de las proteínas 
o las nanopartículas. En este capítulo de la tesis describimos una estrategia general para 
alinear las diferentes moléculas en la parte superior de la superficie de los nanotubos 
mediante el uso de péptidos cíclicos que llevan grupos reactivos quimioselectivos y 
reversibles. 
 
Figura 58. Representación esquemática de un nanotubo peptídico formado por el auto-
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2. Diseño y síntesis 
Teniendo en cuenta estos precedentes se diseñó el CP1 que parece ilustrado en 
la Figura 59. Este péptido se preparó mediante una síntesis en fase sólida cuyo primer 
residuo (Glu) se unió al soporte sólido a través de su cadena lateral.220 La resina 
seleccionada fue la de poliestireno (2-cloro-tritil), por su sencillez de manipulación y fácil 
separación del péptido al final del proceso.221,222 En este diseño se incorporaron los 
residuos de Glu y Lys para establecer interacciones electrostáticas de forma que puedan 
modular la estabilidad del nanotubo con el cambio del pH. El residuo con el grupo 
hidrazida se colocó en el lado apuesto de Arg y de forma ortogonal a los anteriores 
residuos (Glu y Lys). En las posiciones de quiralidad opuesta (D) decidimos incorporar 
residuos no polares como la Ala y Leu, con la esperanza de que las interacciones 
hidrofóbicas también jugasen un pequeño papel en la estabilización del nanotubo. La 
hidrazida, tal como ya se mencionó, se usaría para unir diferentes aldehídos, tal como 
el 1-pirenocarbixialdehído, para facilitar la formación de nanotubos o cualquier otro 
aldehído con otras funcionalidades para darle un carácter más versátil en el 
reconocimiento de otras substancias. El apilamiento de los anillos aromáticos 
(apilamiento π-π) y la formación de puentes salinos deben alinear las cadenas laterales 
de Arg a lo largo del nanotubo para facilitar su deposición sobre la superficie de la mica. 
La estrategia propuesta, en la que el primer residuo se une al soporte polimérico a través 
de su cadena lateral permite realizar la ciclación del péptido lineal después de la 
eliminación de los grupos protectores (Fmoc y alilo) de los extremos N- y C-terminales 
del péptido. Después de la ciclación, se eliminó el grupo protector (Mtt) de la cadena 
lateral de Lys mediante el tratamiento con una mezcla de hexafluoroisopropanol y 
trifluoroetanol, condiciones ácidas suaves que no rompen la unión entre el péptido y la 
resina. Finalmente se acopló el derivado de ácido glutárico 1 usando las condiones 
estándar de formación de enlaces amida. 
                                                          
220 Barlos, K.; Gatos, D.; Kapolos, S.; Poulos, C.; Schäfer, W.; Wenqing, Y. Int. J. Pept. Prot. Res. 1991, 
37, 513-520. 
221 Fmoc solid phase peptide synthesis: A practical approach, Oxford University press, Oxford, 2000. 
222 Barlos, K.; Gatos, D; Kapolos, S.; Poulos, C.; Schafer, W.; Yao, W. Int. J. of Pept. Prot. Res. 1991, 38, 
555-561.   




Figura 59. Estructura y esquema sintético usado para la preparación de los péptidos cíclicos 
descritos en este capítulo (CP1 y CP1-pireno) en el que el residuo de pireno se incorporó después 
de la síntesis en fase sólida de CP1 mediante la condensación de pirenocarboxialdehído con el 
resto hidrazida. 
El compuesto 1 se preparó a partir del anhídrido glutárico mediante el 
tratamiento con tert-butil-carbazato en DCM durante 1 hora a temperatura ambiente. 
La solución obtenida fue concentrada en el rotavapor y el crudo del producto se purificó 
por cromatografía en columna (AcOEt/Hex 80-100% con 0,1% AcOH). 
Finalmente, el péptido se desprendió de la resina mediante el tratamiento con 
una mezcla de ácido trifluoroacético, silano, DCM y H2O y se aisló mediante la 
precipitación con éter etílico frío. Posteriormente, el péptido se purificó por HPLC de 
fase reversa. Este péptido (CP1) se identificó por su masa molecular (1038.64) y por RMN 
(Figura 60). 




Figura 60. Representación del 1H-RMN del CP1. 
La condensación con 1-pirenocarboxialdehído se llevó a cabo disolviendo CP1 en una 
disolución acuosa de ácido acético y se añadió sobre una mezcla de acetonitrilo y agua 
(3:2) a 60o proporcionando CP1-pireno en un rendimiento casi cuantitativo. Todos los 
estudios se realizaron sin purificar dicho compuesto. El cromatograma de HPLC (Figura 
61) confirmaba la presencia de un único compuesto cuyo peso molecular coincide con 
la del producto deseado (1251).  
 
Figura 61. HPLC del CP1-pireno. RP-UHPLC [SB 100-7 C18, H2O (0.1% TFA)/CH3CN (0.1% TFA) 
95:5→5:95 (5→35 min), 0:100 (>35 min)]. Rt 20.8 min. 
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Para corroborar el apilamiento del CP-pireno en disolución, se decidió estudiar 
las propiedades de este péptido mediante la emisión de fluorescencia del grupo pireno 
(Figura 63). Dada la baja estabilidad de las hidrazonas en medios acuosos decidimos 
sintetizar otro octapéptido cíclico similar a CP1, pero en el que el linker de hidrazina se 
sustituyó por uno más estable de alquilhidroxilamina (Figura 62). El CP2-pireno se 
sintetizó de forma similar a CP1, pero cambiando la etapa de funcionalización para 
incorporar el ácido (boc-aminooxy)acético. En este caso, como el enlace oxima es más 
estable este compuesto se pudo purificar por HPLC en fase reversa para llevar a cabo los 
estudios de apilamiento en disolución. 
 
Figura 62. Estructura y esquema sintético del CP2-pireno que lleva incorporado el enlace 
alquiloxima más estable para llevar a cabo los experimentos de fluorescencia UV-Vis.  
Los espectros de fluorescencia UV-VIS de las disoluciones acuosas de CP2-pireno 
(Figura 63) mostraron la característica banda de excímeros del pireno a ~ 485 nm que 
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confirmaron el apilamiento del cromóforo y por tanto el ensamblaje de CP en disolución. 
Un hecho destacable fue que se pudo observar que a concentraciones inferiores a 1 μM 
(0.5 μM) aún estaba presente la banda del excímero. A 200 μM, la mayor parte del 
péptido ya está ensamblado en la estructura tubular. Esto sugiere una constante de 
asociación mayor que cualquier otro péptido cíclico previamente estudiado, con un 
valor aproximado de la Ka de 1.8x104 M. Para ello, se relacionó la intensidad de la 
emisión de fluorescencia asociada al pireno (Ipir) con la emisión asociada al excímero 
del pireno a diferentes concentraciones. Representando los valores obtenidos para 
Iexc/Ipyr con respecto a la concentración, se obtuvo una curva relacionada con la 
siguiente ecuación. 
 
Ecuación 1: ecuación que relaciona la intensidad de la emisión de la fluorescencia del grupo 
pireno (Ipyr) y del excímero (Iexc) con la concentración total del ciclopéptido (CTOT) y la constante 
de asociación. 
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C)   
 
Figura 63. Gráfico de fluorescencia de la solución de CP2-pireno. A) Todas las concentraciones. 
B) Concentraciones entre 5 μM y 0.005 nM. C) Representación de la relación de intensidades 
monómero/nanotubo con respecto a la concentración ajustándose a la ecuación 1. 
 
 
Figura 64. El CP1-pireno se auto-ensambla formando una estructura tubular (SCPN1) mediante 
la formación de enlaces de hidrógeno entre los diferentes péptidos en las que también 
participan el linker de glutárico y asistido por el apilamiento del pireno. 
La formación de nanotubos también se confirmó mediante FTIR. Para ello se 
depositó una solución de CP2 (100 μM) sobre una placa de cloruro de calcio y se dejó 
secar. Los espectros IR mostraron las bandas intensas a 1616 y 1538 cm-1 
correspondientes a amida I y II, respectivamente, características de los enlaces amida 
implicados en láminas beta-antiparalelas. La banda de amida A correspondiente a la 
vibración de estiramiento del enlace NH, aparece a 3275 cm-1 que confirma el 
apilamiento próximo de los anillos a del nanotubo con una distancia entre unidades 
peptídicas estimada de 4.70-4.75. 











Figura 65. Deposición de los nanotubos sobre la superficie de mica. El nanotubo resultante en 
el que todas las cadenas laterales de Arg están alineadas a lo largo del nanotubo. Esta disposición 
permite la deposición sobre la superficie de mica, dejando todos los restos de pireno dispuestos 
sobre la superficie del nanotubo expuesto al disolvente. 
3.          Estudios de formación de nanotubos en superficie 
3.1. Deposición del CP1 
 En primer lugar y para confirmar la importancia de la interacción π-π en la 
formación de los nanotubos, decidimos estudiar la deposición del CP1 carente del 
residuo de pireno. Sin embargo, en ninguna de las condiciones estudiadas, tal como se 
puede observar en la figura 66, no se observaba la presencia de nanotubos, lo que 
confirmaría la importancia del apilamiento de los grupos pireno para la formación de los 
tubos. En este caso se observaba la formación de nanopartículas de diferentes tamaños. 
 
Figura 66. Imagen de AFM del derivado de hidrazida de CP1 antes de la reacción con 1-
pirenocarboxaldehído depositado sobre una superficie de mica empleando una disolución del 
CP1 (100 µM) en una mezcla de acetonitrilo y agua (8:2). 
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3.2. Deposición del CP1-pireno 
 A continuación, se llevaron a cabo los experimentos de deposición sobre la 
superficie de mica con CP1-pireno. Para ello, se depositaron diferentes disoluciones de 
CP1-pireno (650-1 μM) en una mezcla de acetonitrilo/agua (1:1) sobre diferentes micas 
durante 30 segundos, retirándose a continuación mediante el empleo de papel 
adsorbente. Las superficies se lavaron copiosamente con agua Milli-Q. La imagen 
topográfica AFM (Figura 67) mostró estructuras lineales tipo fibra que se extendían 
horizontalmente sobre la superficie y cuyas alturas de 2.1-2.3 ± 0.2 nm coincidían con el 
diámetro esperado para los nanotubos peptídicos. La longitud y el número de nanotubos 
dependen claramente de la concentración del CP. Curiosamente, a concentraciones tan 
bajas como 1 μM, todavía se observan fibras largas, confirmando los estudios de UV-Vis 









Figura 67. Imágenes de AFM de las deposiciones de las disoluciones del CP1-pireno en una 
mezcla de acetonitrilo/agua (1:1) a concentraciones de (a) 666 µM (b) 1 µM. 
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3.3. Hidrólisis del CP1-pireno 
Para llevar a cabo la funcionalización de los nanotubos con diferentes ligandos 
es necesario realizar la hidrólisis de la hidrazona. Para ello, es necesario la eliminación 
del residuo del pireno en condiciones suaves mientras los nanotubos siguen 
depositados. Por esta razón, en primer lugar evaluamos las diferentes condiciones de 
reactividad en la que se estudiará la estabilidad de los nanotubos en condiciones típicas 
de hidrólisis de hidrazonas, tal como aparece recogido en Tabla 1. Para ello, las micas 
que contiene el CP1-pireno se sumergieron en una disolución de la bencilhidroxilamina 
y se sacudieron (shaker) durante diferentes tiempos de reacción. Transcurridos este 
tiempo, las micas se lavaron en CH2Cl2 y posteriormente con agua y las micas resultantes 
se estudiaron por AFM. En algunos de estas condiciones se observaba que los nanotubos 
se mantenían intactos mientras que aquellos tratados con acetonitrilo, DMF o DMSO se 
obervaba la desaparición mayoritariamente de los nanotubos. 
Disoluciones Observaciones 
ACN Desaparición de los nanotubos 
DMF Desaparición de los nanotubos 
DMSO Desaparición de los nanotubos 
MeOH Presencia de impurezas 
MeOH/DCM Presencia de impurezas 
DCM Presencia de impurezas 
H2O Presencia de impurezas 
 
Tabla 1. Representación de las distintas condiciones de disolución usadas tras el tratamiento de 
la mica con la O-benzilhidroxilamina. 
Adicionalmente se podía observar que los lavados sucesivos con DCM y H2O no se 
conseguía eliminar algunos restos de la reacción apareciendo diversas manchas sobre la 
superficie, tal como se puede apreciar en la Figura 68. 





Figura 68. Imagen de AFM y su correspondiente perfil de altura resultante del tratamiento de 
una mica que contiene los nanotubos peptídicos SCPN1 con una disolución de 
benzilhidroxilamina en ACN/H2O (3:2) durante 30 segundos. Posteriormente la mica se lavó con 
H2O y DCM. En ella se puede observar la presencia de los nanotubos intactos pero también se 
observa la presencia de un precipitado que no se puede eliminar tras los sucesivos lavados. 
Ante estas dificultades en la eliminación de los residuos se estudiaron otras 
condiciones de hidrólisis y posterior lavados. Para ello seleccionamos como medio de 
reacción una mezcla de DMSO (10 %) en DCM (100 ml, DMSO al 10%/DCM). Tras los 
sucesivos tiempos de reacción y lavados se obtenían micas más limpias que en las 
condiciones previas. Para confirmar En este caso las micas resultantes de la deposición 
del CP1-pireno a una concentración de 20 µM se colocaron en un vial que contenía una 
disolución de O-bencilhidroxilamina. El proceso de liberación del pireno se siguió 
mediante fluorescencia realizando mediciones de liberación por triplicado (a, b y c, 
alícutotas extraídas de las micas con nanotubos) y con su respectivo control de una 
disolución de pirenocarboxialdehído a la misma concentración (pireno a y pireno b, 
controles de alícuotas de un control donde sólo se depositó pireno) (Figura 69).  
 
Figura 69. Espectro de fluorescencia resultante de los estudios de hidrólisis con O-
benzilhidroxilamina de los nanotubos depositados sobre mica (SCPN-pireno U mica) en las que 
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Para ello se fueron tomando alícuotas cada hora y la disolución se cambió cada 3 horas. 
Después de 12 horas de reacción, se pudo observar que la mayor parte del pireno ya se 
había eliminado. De todas formas decidimos dejar las muestras sumergidas en la 
solución de hidroxilamina durante 24 h. Finalmente, encontramos que el tratamiento de 
CP1-pireno con O-bencilhidroxilamina en un 10% de DMSO en diclorometano durante 6 
h permitía eliminar el pirenocarboxialdehído manteniendo intacta la estructura tubular 
SCPN1 depositada sobre la mica (SCPN1 U mica).  
 
Figura 70. El tratamiento de los nanotubos depositados sobre mica con una disolución de la O-
bencilhidroxilamina en 10% DMSO en diclorometano permite liberar los grupos hidrazida sin 
interferir en la estructura del nanotubo (SCPN1 U Mica). 
Las micas con el nanotubo se lavaron con diclorometano y luego con una mezcla 
de DMSO/CH2Cl2 (1:9). La imagen topográfica de AFM se muestra en la figura 71 
confirmó la integridad de la estructura tubular y una superficie de la mica mucho más 
limpia. Las alturas de las estructuras tubulares 2.5-2.8 son ligeramente inferiores a las 













Línea 1 1.8 nm 
Línea 2 2.1 nm 
Línea 3 2.1 nm 
Línea 4 2.2 nm 
Línea 5 2.0 nm 
Línea 6 1.9 nm 
Línea 7 1.8 nm 
Línea 8 1.8 nm 
Línea 9 1.7 nm 
Figura 71. A) Imagen de AFM y su correspondiente perfil de altura (línea 3) resultante de la 
hidrólisis del residuo de pireno, observándose la formación de los nanotubos una vez tratada la 
mica. B) Tabla representativa de los diferentes nanotubos (línea) con su correspondiente altura. 
 Vale la pena recordar que la deposición directa de CP1 no proporcionaba la 
estructura tubular esperada (SCPN1), ya que se obtenían en este caso unas 
nanopartículas esféricas con alturas de ~6,0 nm (Figura 66). Estos experimentos 
confirmaron la eficacia del resto de pireno en estabilizar los nanotubos en medios 
acuosos y a las concentraciones estudiadas. 
3.4. Funcionalización del CP1 con el dendrímero 
Una vez demostrada y optimizada la hidrólisis y la integridad de los nanotubos 
depositados en la superficie de mica, se decidió estudiar la reactividad de las hidrazidas 
con otros aldehídos (Figura 72). Para facilitar este estudio, se seleccionó el dendrímero 
de poli(fosforohidrazona) G3.5 que contiene 24 carbonilos en la superficie.223 El número 
de grupos reactivos, incrementando la concentración efectiva, y el tamaño del 
dendrímero, facilitando la observación por AFM, nos llevaron a seleccionar dicho 
compuesto. De esta forma, las micas con los nanotubos con hidrazidas libres (SCPN1 U 
Mica) se trataron con una solución de G3.5 (10 μM) en diclorometano durante 2 horas. 
Una vez depositado el dendrímero, se procedió a realizar lavados para eliminar el exceso 
de dendrímero no unido covalentemente al nanotubo. Para ello, se realizó lavados con 
                                                          
223 Boas, U.; Heegaard, P. M. H. Chem. Soc. Rev., 2004, 33, 43-63. 
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H2O por triplicado y la superficie de la mica se analizó nuevamente por AFM. Sin 
embargo, estas muestras mostraban zonas en las que difícilmente se podía observar la 
mica libre (Figura 73A). En ella se podían ver que los nanotubos aparecían modificados 
con estructuras esféricas cuya altura se correspondía con el tamaño del dendrímero. Sin 
embargo, la superficie de la mica también se podían observar otras nanopartículas 
esféricas y otras zonas de alturas inferiores a los 3 nm. Se procedió, por tanto, a realizar 
tres lavados con DCM. Nuevamente la superficie se evaluó mediante AFM. En estas 
imágenes se podrían observar nuevamente los nanotubos largos pero con alturas de 5-
6 nm. Además, la superficie aparece ahora bien definida y limpia (Figura 73B). Estas 
nuevas alturas coinciden bastante bien con lo esperado para este tipo de estructuras. 
 
Figura 72. Formación de SCPN1-G3.5 U Mica por condensación de SCPN1 depositado en 











Figura 73. Imágenes de AFM de los nanotubos peptídicos depositados sobre mica tras el 
tratamiento con el dendrímero de poli(fosforhidrazona) (G3.5); a) tras los lavados con agua y (b) 
tras posteriores lavados con diclorometano. En ambos casos las alturas observadas para los 
nanotubos funcionalizados está en torno a los 5-6 nm, tal como se puede observar en los 
correspondientes perfiles. Estas alturas coinciden bien con las esperadas para las estructuras 
SCPN1-G3.5 U Mica. 
Los experimentos de control utilizando los nanotubos con el resto de pireno 
depositado en la mica (SCPN1-pireno U Mica) que se trataban con el dendrímero G3.5 
no proporcionaban cambios similares en las alturas, lo que confirma la necesidad de los 
grupos de hidrazida y la formación de la hidrazona con los aldehídos del dendrímero 
G3.5 para poder depositarlo sobre el nanotubo peptídico (Figura 74). 
 
Figura 74. Imagen de AFM y su correspondiente perfil de altura de una mica que contiene los 
nanotubos peptídicos (SCPN1-pireno U Mica) una vez tratados con el dendrímero G 3.5. En ella 
se puede observar que no aumenta el tamaño del nanotubo (2.0 nm). 
El estudio estadístico de diferentes nanotubos y micas confirmaron una clara diferencia 
en las alturas promedio observados (Figura 75), mientras para los nanotubos CP1-pireno 
se obtiene valores de 2.2 ± 0.5 nm, este valor se reduce a 2.05 ± 0.2 nm. En el caso de 
los nanotubos con los dendrones enganchados se observaron valores de 3.8 ± 0.7 nm. 




Figura 75. Gráfico de barras de las alturas promedio observadas en diferentes micas para los 
nanotubos SCPN1-pireno, SCPN1 y SCPN1-G3.5, en ellas se puede observar claramente como 
las alturas promedio de los nanotubos hidrolizados reducen su tamaño con la pérdida del pireno 
y como aumenta con el anclaje del dendrímero G3.5. 
3.5. Funcionalización del CP1 con ConA 
Demostrada la funcionalización de la superficie de los nanotubos mediante la 
unión covalente del polialdehído dendrimérico, se procedió al estudio de la alineación 
de proteínas dirigida por la interacción con ligandos unidos al nanotubo depositado 
sobre la mica. Para llevar a cabo este estudio seleccionamos a la concanavalina A (ConA) 
como la proteína seleccionada (Figura 76).224 Esta proteína es una lectina que se une a 
carbohidratos y que se extrajo originalmente de la Canavalia ensimorfis. Los principales 
ligandos son los beta-glicosidos de la manosa que reconocen esta proteína tetramérica. 
A pesar de que la constante de asociación y selectividad es moderada, se sabe que los 
efectos multivalentes refuerzan esta interacción. Por eso pensamos que la presencia de 
múltiples manosas sobre la superficie del nanotubo podría dar lugar a una deposición 
preferente de la ConA. 
 
                                                          
224 Reeke, G. N. Jr.; Becker, J. W.; Cunningham, B. A.; Wang, J. L.; Yahara, I.; Edelman, G. M. Adv. 


















Figura 76. Estrategia propuesta para la deposición de concavalina A (ConA) sobre los nanotubos 
peptídicos. Para ellos, los nanotubos depositados en la superficie de la mica con sus hidrazidas 
libres (SCPN1 U Mica) se trataron con el manosil aldehído 4. Los tubos resultantes (SCPN1-4 U 
Mica) se trataron con una solución de ConA (20 μM) y las micas se estudiaron por AFM.  
 Por lo tanto, nuestro primero objetivo fue la incorporación de un manósido en 
la superficie del nanotubo. Para ello, los nanotubos con las hidrazidas libres soportados 
sobre la superficie de la mica (SCPN1 U Mica) se trataron con una disolución de 
acetaldehído funcionalizado con manosa 4 (5 μM), en 10% DMSO/DCM durante 6 h. Las 
micas se lavaron posteriormente con agua y diclorometano se analizaron mediante AFM 
(Figura 77). Las imágenes topográficas confirmaron la integridad de los nanotubos con 
alturas similares a los tubos originales (SCPN1-pireno U Mica). 
 
Figura 77. Imagen de AFM y su correspondiente perfil de altura de una mica que contiene los 
nanotubos peptídicos depositados (SCPN1 U Mica) una vez tratados con el derivado de 
manósido 4 (SCPN1-4 U Mica). En ellas se puede observar que se mantiene la integridad de los 
nanotubos con unas alturas en torno a 2.5 nm. 
 En este caso, la superficie de la mica presentaba pequeñas partículas 
depositadas y los tubos no son tan largos como los originales, probablemente debido a 
las manipulaciones sucesivas. Una vez que el monosacárido se unió al nanotubo, la mica 
resultante se trató con una disolución acuosa de ConA (20 µM) en una disolución de HKR 
(5 mM HEPES, 137 mM NaCl, 2.68 mM KCl, 2.05 mM MgCl2, 1.8 mM CaCl2, pH=7.2). Las 
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micas se volvieron a lavar sucesivamente y por triplicado con H2O milli-Q y finalmente 
con diclorometano. La caracterización por AFM de estas micas mostraba una topología 
en la que los nanotubos presentaban alturas en torno a los 6 nm que coincidían con los 
tamaños (alturas) asignadas a los nanotubos peptídicos (2-2,5 nm) y ConA (4,0 nm) 
(Figura 78).  
 
Figura 78. Imagen de AFM y su correspondiente perfil de altura de una mica que contiene los 
nanotubos peptídicos depositados (SCPN1 U Mica) una vez tratados con el derivado de 
manósido 4 (SCPN1-4 U Mica) y posterior adición de la ConA (SCPN1-4-ConA U Mica). En ella se 
puede observar el aumento del tamaño de los nanotubos en torno a los 6 nm. 
Un tratamiento similar de las micas con el péptido que aún tiene unido el pireno 
(SCPN1-pireno U Mica) o los grupos de hidrazida libre (SCPN1 U Mica) en la superficie 
de los nanotubos no mostraba ninguna modificación en las alturas de los nanotubos 
(Figura 79). 
 
Figura 79. Imagen de AFM y su correspondiente perfil de altura de una mica que contiene los 
nanotubos peptídicos depositados (SCPN1 U Mica) una vez tratados con el derivado de 
manósido 4 (SCPN1-4 U Mica). En ellas se puede observar que se mantiene la integridad de los 
nanotubos con unas alturas en torno a 2.6 nm. 
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Como se puede ver en el gráfico de barras, el resultado confirmó la importancia del resto 
α-manosilo unido al nanotubo para el reconocimiento específico de proteínas para 
depositar y alinear la proteína lectina en la superficie del nanotubo (Figura 80). 
 
Figura 80. Gráfica de barras donde se comparan las alturas promedias obtenidos de las 
mediciones de las micas tras los diferentes tratamientos [SCPN1-pireno, SCPN1, SCPN1-man, 
SCPN1-man-ConA], en ellas se puede observar el aumento de la altura al añadir la ConA. 
En resumen, en este capítulo de la tesis se ha preparado una nueva clase de 
nanotubos peptídicos auto-ensamblados basados en péptidos cíclicos. La incorporación 
de un enlace covalente dinámico sobre un péptido cíclico especialmente diseñado para 
formar nanotubos permite modificar las propiedades para autoensamblarse y para 
interaccionar y reconocer otras moléculas. En general, se ha descrito una estrategia para 
alinear diferentes moléculas en la parte superior de la superficie de los nanotubos 
mediante el uso de estos enlaces covalentes dinámicos. Gracias a la presencia de una 
hidrazida se puede anclar moléculas como los derivados del pireno para mejorar su 
constante de asociación, la formación de nanotubos y finalmente depositarlos sobre 
superficies planas como la mica. Una vez este grupo (el pireno) ha desempeñado su 
función en la formación del nanotubo se puede eliminar sin destruir el nanotubo 
formado y sustituirlo por otro grupo. En el ejemplo estudiado, se incorporó un β-
manósido y la interacción con una lectina como la concavalina A, permite su alineación 


























Se ha diseñado con éxito dos péptidos cíclicos (CP1 y CP2) con quiralidad 
alternada conteniendo un residuo Arg necesario para la interacción con la superficie 
aniónica y un linker con carácter reversible (hidrazida o alquilhidroxilamina), necesario 
para lograr la funcionalización del nanotubo. Además, se pudo confirmar la formación 
de los nanotubos en disolución y en una superficie aniónica (mica). De esta forma, 
hemos demostrado que el grupo pireno es imprescindible para la formación de los 
nanotubos debido al apilamiento π-π ``stacking´´entre los diferentes anillos aromáticos 
de pireno, de tal forma que gracias a su apilamiento podemos depositar los nanotubos 
sobre las micas a concentraciones relativamente bajas (1 µM). Mediante estudios de 
fluorescencia se pudo corroborar el apilamiento y ensamblaje del CP sintetizado en 
disolución, debido a la presencia de la banda de excímero a 485 nm a concentraciones 
relativamente muy bajas, coincidiendo, por tanto, con los resultados observados en la 
superficie debido al apilamiento de los nanotubos. 
Otra conclusión de este trabajo fue el éxito de la hidrólisis del grupo pireno con 
una disolución de la O-benzilhidroxilamina en DCM/DMSO (9:1), manteniéndose intacto 
la formación de los nanotubos en superficie 
Una vez demostrado la integridad de los nantotubos, pudimos confirmar la 
funcionalización con diferentes ligandos en superficie. En primer lugar, pudimos anclar 
un dendrímero que contiene 24 aldehídos sobre la hidrazida libre. En segundo lugar, se 
ha demostrado la funcionalización con un azúcar sin variar el tamaño de los nanotubos 
depositados, logrando de esta forma funcionalizar una vez reaccionado con el manosilo 

















































































1. Materiales y métodos 
Se usó un miscroscopio de fuerza atómica Park NX10 para la adquisición de 
imágenes (Park Systems) que funciona en modo sin contacto mediante el uso de 
cantilevers ACTA (AppNano, constante de resorte nominal = 37 N / m). 
Los análisis de cromatografía líquida de alta resolución  junto con espectrometría 
de masas (HPLC-MS) se llevaron a cabo en un Agilent Technologies 1260 Infinity II 
asociado con un 6120 cuadrupolo LC-MS usando una columna Agilent SB-C18 con 
disolvente A: gradientes de disolvente B entre 5:95 (Disolvente A: H2O con TFA al 0.1%; 
Disolvente B: CH3CN con TFA al 0.1%). La purificación preparativa de la cromatografía 
líquida de alto resolución (HPLC) se llevó a cabo en un HPLC Waters 1525 compuesta por 
una bomba binaria con un detector doble Waters 2489 con una columna Phenomenex 
Luna C18 (2) 100A. Se usó un Agilent 1200 con una columna Agilent Eclipse XDB-C18 
para la purificación semipreparativa usando gradientes de 5:95 (Disolvente A: H2O con 
TFA al 0.1%; Disolvente B: CH3CN con TFA al 0.1%). Los espectros de Resonancia 
Magnética Nuclear (RMN) se registraron en un espectrómetro Varian Mercury 300 MHz 
y 500 MHz. Los cambios químicos se reportan en ppm (δ unidades) con referencia a las 
siguientes señales de disolvente: CDCl3 δH 7.26, D2O δH 4.79. Las multiplicidades de 
espín se reportan como singlete (s), doblete (d), con constantes de acoplamiento (J) 
dadas en Hz, o multiplete (m). Las determinaciones presicas de la masa (HR-MS) se 
determinó utilizando ESI-MS, en un espectrómetro de masas Scarx QSTAR Pulsar y se 
informaron como relación masa-carga (m/z). 
2. Síntesis del CP 
Incorporación del Fmoc-Glu-OAll a la resina CTC. Una solución de L-Fmoc-Glu-
OAll (205 mg, 0.50 mmol) en DCM seco (4 ml) y DIEA (350 µl, 2.00 mmol) se agitó a 
temperatura ambiente durante 5 minutos. La mezcla se añadió sobre la resina de cloruro 
de clorotritilo (CTC) (500 mg, 0.50 mmol), se hinchó previamente y se lavó (DCM seco, 3 
x 4 ml). La suspensión resultante se agitó mecánicamente durante 2 h. Finalmente, la 
resina se filtró y se lavó con DCM (3 x 4 ml, 3 min), DCM/MeOH/DIEA (17:2:1, 3 x 4 ml, 
10 min), nuevamente con DCM (3 x 4 ml), 3 min), DMF (3 x 4 ml, 3 min) y DCM (3 x 4 ml, 
3 min) para dar la L-Fmoc-Glu (CTC-resina)-OAll. La carga de resina (0.73 mmol/g) se 




Síntesis en fase sólida: CP2 se sintetizó mediante la síntesis manual de péptidos 
en fase sólida Fmoc a partir de L-Fmoc-Glu (CTC-resina)-OAll (0.73 mmol / g). La resina 
se pesó en un recipiente de síntesis de péptidos. Los ciclos de acoplamiento consistieron 
en la desprotección del grupo Fmoc con piperidina en DMF (1:4, 2 x 5 ml, 15 min) y 
lavado con DMF (3 x 3 ml, 1 min), seguido de un acoplamiento de aminoácidos con Fmoc-
α-aminoácidos (4 equiv), N-HBTU (4 equiv) Y DIEA (6 equiv) durante 45 minutos y 
finalmente se lavaron con DMF (3 x 3 ml, 1 minuto). Cada ciclo de acoplamiento y 
desprotección se controló empleando el ensayo de ácido 2,4,6-trinitrobencenosulfónico 
(TNBS).225 Fmoc-D-Ala-L-Lys(Mtt)-D-Leu-L-Lys(Boc)-D-Ala-L-Arg(Pbf)-D-Leu-L-Glu-(CTC-
resina)-OAll se hinchó en DCM (4 ml, 15 min), luego se trató a temperatura ambiente 
durante 12 h con una mezcla desoxigenada de Pd(OAc)2 (0.3 equiv), PPh3 (1.5 equiv), N-
metilmorfolina (NMM) (10 equiv) y fenilsilano (10 equiv) en DCM (4 ml). Finalmente, la 
resina se filtró y se lavó con DCM (3 x 4 ml, 1 ml), DIEA en DMF (2%, 2 x 4 ml, 1 min), 
dietilamidiocarbamato sódico trihidratado (DEDTC) en DMF (0.5%, 3 x 5 ml, 3 min), DMF 
(3 x 4 ml, 1 min) y DCM (3 x 4 ml, 1 min) para proporcionar el correspondiente C-terminal 
libre Fmoc-D-Ala-L-Lys(Mtt)-D-Leu-L-Lys(Boc)-D-Ala-L-Arg(Pbf)-D-Leu-L-Glu (CTC-resina) 
-OH. La eliminación del grupo protector Fmoc se realizó mediante el tratamiento con 
piperidina en DMF (1:4, 4 ml, 30 min) y luego se lavó con DMF (3 x 2 ml, 1 min). El 
resultado H2N-D-Ala-L-Lys(Mtt)-D-Leu-L-Lys(Boc)-D-Ala-L-Arg(Pbf)-D-Leu-L-Glu(resina 
CTC)-OH se trató a temperatura ambiente durante 12 h con PyAOP (4 equiv) y DIEA (6 
equiv), y luego se lavó con DMF (3 x 3 ml, 1 min). La desprotección y ciclación fue 
confirmada por HPLC-MS. El grupo protector metiltritil (Mtt) se eliminó selectivamente 
agitando mecánicamente la resina en una mezcla de HFIP/TFE/TES/DCM (6.5:2:1:0.5, 2 
x 3 ml, 3 h). Después de la desprotección de Mtt, la resina se lavó con DCM (3 x 3 ml, 1 
min) y DMF (3 x 3 ml, 10 min). Se añadió una solución de ácido acético(Boc-aminooxi) 
(1, 2.5 equiv, Figura 81) y N-HATU (2.5 equiv) en DMF (1 ml) a la resina, seguido de la 
adición gota a gota de una solución de DIEA (5 equiv por residuo de lisina libre) en DMF 
(1 ml). Luego, la resina se agitó mecánicamente durante 45 min y finalmente se lavó con 
DMF (3 x 3 ml, 5 min) y DCM (3 x 3 ml, 5 min) para obtener el péptido cíclico unido a la 
resina CTC (CTC-resina-CP1). El péptido se desprotegió y se desprendió de la resina 
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mediante un procedimiento estándar de desprotección con TFA a temperatura 
ambiente (TFA/DCM/H2O/TIS, 90:5:2.5:2.5, 2 h). Luego, la mezcla se filtró y el péptido 
se precipitó en Et2O frío. La suspensión se centrifugó y se lavó con Et2O (2 x 10 ml). El 
péptido crudo se disolvió en H2O-milliQ (3 ml), se purificó utilizando un HPLC de fase 
reversa C18 [Nucleosil 100-7 C18, H2O (0.1% de TFA)/CH3CN (0.1% de TFA) con un 
gradiente binario de Disolvente A y Disolvente B, y las fracciones recogidas se liofilizaron 
y almacenaron a -20 °C. La pureza y la caracterización se confirmaron mediante HPLC 
analítica y espectrometría de masas (Figura S2). RP-HPLC [Nucleosil 100-7 C18, H2O 
(0.1% TFA)/CH3CN (0.1% TFA) 95: 5 → 5: 95 (5 → 35 min), 0: 100 (> 35 min)]. Rt = 16,5 
min. MS (ESI-TOF, H₂O): 929 (10, [M + H]); 465 (100, [M + 2H] ²⁺); 310 (50, [M + 3H] ³⁺). 
HR-MS (ESI): calculado para C43H79N14O12: 983,6033; encontrado: 983.6074. FTIR (puro) 
v max 3210 (m, NH), 1710 (s, C = O), 1660 (s, C = O), 1430 (w), 1190 (m), 1119 (m), 790 
(w), 720 (w) cm-1. 
Síntesis en fase sólida: CP1. Siguiendo el protocolo general para la síntesis en 
fase sólida, se obtuvo CP1 mediante el acoplamiento del derivado de hidrazida 3 (2.5 
equiv, Figura 81) y se añadió N-HATU (2.5 equiv) en DMF (1 ml) a la resina, seguido de 
la adición gota a gota de una solución de DIEA (8 equiv) en DMF (1 ml). El péptido se 
desprotegió y se desprendió de la resina mediante un procedimiento estándar de 
desprotección con TFA a temperatura ambiente (TFA/DCM/H2O/TIS, 90:5:2.5:2.5, 2 h). 
Luego, la mezcla se filtró y el péptido se precipitó en Et2O frío. La suspensión se 
centrifugó y se lavó con Et2O (2 x 10 ml). El péptido crudo se disolvió en H2O-milliQ (3 
ml), se purificó utilizando un HPLC de fase reversa C18 [Nucleosil 100-7 C18, H2O (0.1% 
de TFA)/CH3CN (0.1% de TFA) con un gradiente binario de disolvente A y disolvente B , 
las fracciones recogidas fueron liofilizadas y almacenadas a -20 °C. La pureza y 
caracterización fueron confirmadas por HPLC analítica. Rt = 16,8 min. RP-HPLC [Nucleosil 
100-7 C18, H2O (0.1% TFA)/CH3CN (0.1% TFA) 95:5→5:95 (5→35 min), 0: 100 (> 35 min)]. 
MS (ESI-TOF, H₂O): 1038 (30, [M+H]+); 520 (100, [M+2H]²⁺); 347 (30, [M+ 3H]³⁺); 1H RMN 
(D2O, 500 MHz), (ppm): 4.40-4.17 (m, 8H), 3.14-2.99 (m, 4H), 2.89-2.84 (m, 2H), 2.36-
2.25 (m, 2H), 2.21-2.11 (m, 3H), 2.04-1.93 (m, 1H), 1.90-1.65 (m, 2H), 1.60-1.37 (m, 7H), 




calculado para C46H84N15O12: 1038,6421; encontrado: 1038,6475. FTIR (puro) v max 3200 
(m, NH), 1719 (s, C = O), 1710 (s, C = O), 1430 (w), 1210 (m), 1120 (m), 802 (w) , 715 (w),  
659 (w) cm-1. 
 





Figura 82. A) RP-UHPLC [SB 100-7 C18, H2O (0.1% TFA)/CH3CN (0.1% TFA) 95:5→5:95 (5→35 







Figure 83. A) 1H RMN en D2O, B) RP-UHPLC [SB 100-7 C18, H2O (0.1% TFA)/CH3CN (0.1% TFA) 










3. Preparación del derivado de oxima CP2-Pireno (CP2-Pireno) 
50 µl de una solución de CP2 (2 mM) en AcOH (pH=3.5) se mezclaron con una 
solución de 1-pireno carboxaldehído en ACN: H2O (60:40, 1 equiv, 2 mM) y se ajustaron 
a un volumen total de 150 µl con DMSO. La mezcla se agitó a 60ºC durante 6 h, y la O-
alquiloxima resultante se usó para los experimentos de fluorescencia. Se preparó una 
solución de péptido modificado con pireno (2 ml) y se midió mediante fluorescencia a 
diferentes concentraciones (Figura 84A). La formación de CP2-pireno se verificó 
mediante HPLC y se confirmó mediante ESI-MS. Rt = 20.5 min. RP-HPLC [Nucleosil 100-7 
C18, H2O (0.1% TFA)/CH3CN (0.1% TFA) 95:5→5:95 (5→35 min), 0:100 (>35 min)]. MS 
(ESI-TOF, H₂O): 1218 (15,[M+Na]⁺); 1195 (55, [M+H]⁺); 598 (100, [M+2H]²⁺); 399 (10, 
[M+3H]³⁺); 1H NMR (D2O, 500 MHz), δ(ppm): 9.3 (s, 1H), 8.78 (d, 1H, J=8.8), 8.42-8.10 
(m, 15H), 8.05-7.95 (m, 1H), 7.70-7.60 (m, 2H), 7.55-7.47 (m, 1H), 4.65 (s, 2H), 4.50-4.30 
(m, 8H), 3.2-3.0 (m, 4H), 2.77-2.68 (m, 2H), 1.30-1.10 (m, 22H), 1.55-1.30 (m, 20H), 0.90-
0.70 (m, 12H). HR-MS (ESI): Calcd para C60H86N14O12: 1194,6548; encontrada: 
1195.0301. 
4. Preparación del derivado de hidrazona CP1-Pireno (CP1-Pireno) 
El derivado de hidrazona de CP1-pireno se sintetizó a partir de CP1 utilizando las 
condiciones optimizadas para el CP2-pireno (Figura 85). La formación del CP1-pireno se 
comprobó mediante HPLC y se confirmó mediante ESI-MS. Rt = 20.7 min. RP-HPLC 
[Nucleosil 100-7 C18, H2O (0.1% TFA)/CH3CN (0.1% TFA) 95:5→5:95 (5→35 min), 0:100 
(>35 min)]. MS (ESI-TOF, H₂O): 1251 (20, [M+H]⁺); 626 (100, [M+2H]²⁺); 417 (20, 
[M+3H]³⁺); HR-MS (ESI): Calcd para C63H92N15O12:1250,89; encontrada: 1251,09. ν max 
3275 (s, N-H), 2860 (s), 1610 (s, N-H), 1538 (s, N-H), 1435 (w), 1180 (m), 1129 (m), 845 







Figure 84. A) Gráfico de emisión de fluorescencia (λexc = 465 nm) de la solución de CP1-pireno 
a diferentes concentraciones. B) 1H-RMN en D2O. C) RP-UHPLC [SB 100-7 C18, H2O (0.1% 






Figure 85. A) Esquema general sintéticio para la síntesis del CP1-pireno, B) RP-UHPLC [SB 100-7 
C18, H2O (0.1% TFA)/CH3CN (0.1% TFA) 95:5→5:95 (5→35 min), 0:100 (>35 min)]. Rt 20.7 min; 
C) ESI-MS del CP1-pireno.  
5. Microscopía de Fuerza Atómica (AFM) 
Las mediciones de AFM se realizaron a temperatura ambiente usando un 
instrumento Park NX10 (Park Systems Corporation) en modo sin contacto. Se utilizaron 




resorte nominal de 37 N/m para la obtención de imágenes. Las muestras se prepararon 
pipeteando 30 µl de la solución peptídica en una hoja de mica recién exfoliada (SPI 
Supplies, grado V-1 Moscovita) y después de la disolución sobre la mica durante 1 minuto, 
la solución restante se retiró, se lavó minuciosamente con agua Milli-Q y se secó bajo un 
flujo de nitrógeno. A menos que se indique lo contrario, todas las muestras de AFM se 
prepararon siguiendo este procedimiento. Las muestras de CP1-pireno preparadas a 
diferentes concentraciones (666 µM-1 µM) se muestran en la Figura 86. 
 
Figure 86. Imágenes de AFM del CP1-Pireno a (a) 666, (b) 333, (c) 66, (d) 10 and (e) 1 μM. 
6. Hidrólisis del CP1-Pireno 
Se colocó un sustrato de mica que contenía nanotubos de CP1-pireno (10 µM) 
en un vial antes de añadir una solución de O-bencilhidroxilamina [100 mM, DCM: DMSO 
(90:10)] durante 24 horas a temperatura ambiente con agitación suave. Luego, la mica 
se lavó con DCM:DMSO (90:10, 1 ml x 3 veces). La muestra se visualizó y se midió 
mediante AFM al secarse como se describió anteriormente. 
El péptido derivado de la oxima resultante se midió por fluorescencia. Para esto, 
se preparó una solución de péptido derivado de oxima (2 ml) y se cuantificó por 





Figure 87. A) Esquema general sintético para la hidrólisis del CP1-pireno. B)  
Gráfico de fluorescencia (λexc = 465 nm) del resultado de la reacción de bencilhidroxilamina con 
CP1-pireno hidrolizado. 
7. SCPN1-G3.5 U Mica 
Una solución de tiofosforil-PMMH-24 dendrímero 3.5 (generación 3.5, 10 µM) en 
DCM (1 ml) que contiene 24 grupos aldehído por molécula se depositó en mica que 




ambiente. A continuación, la mica se lavó con DCM (3 ml, 3 veces) y se midió mediante 




Figure 88. Imagen de AFM de CP1-Dendrimer (izquierda). También se muestran las líneas que 
muestran los datos de perfil utilizados para calcular el promedio de altura. Comparación de 
promedios de altura y desviación estándar (barras de error) de las modificaciones de los 
nanotubos. NOTA: el gráfico de barras se puede modificar para mostrar solo los nanotubos de 
dendrímero modificados (alrededor de 6 nm) en lugar de un promedio completo. 
8. CP1-Manosa 
Se añadió una solución derivada del aldehído de manosa226 (1--formilmetil-
manopiranósido, 5 µM) en H2O (1 ml) sobre un sustrato de mica con nanotubos 
depositados (SCPN1 U Mica) durante 6 horas. La mica se lavó con H2O (3 ml, 3 veces) y 
se midió con AFM (Figura 89). 
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Figura 89. (A) Imagen de AFM del CP1-Manosa. (B) Comparación de los promedios de altura y 
desviación estándar (barras de error) de las modificaciones de los nanotubos. (C) Perfil de altura 






A la mica se le añadió la solución de ConA (Tampón HKR, 30 µl) durante 1 hora y 
se lavó con H2O (3 ml, 3 veces). El experimento resultante fue analizado y medido por 
AFM (Figura 90). 
 
Figura 90. Imágenes de AFM de CP1-Manosa-ConA. (B) Comparación de los promedios de altura 






Figura 91. A) Gráfico de fluorescencia (λexc = 465 nm) de la solución de 1-pirenocarboxaldehído 
a diferentes concentraciones 
 










10. Controles de AFM en mica 
10.1. Controles: CP-Pyre-ConcA, CP-ConcA 
 
Figura 93. Imagen de AFM del derivado de hidrazida CP1 antes de la reacción con 1-
pirenocarboxaldehído. La ausencia de estructuras tipo fibra incompatibles con los nanotubos 
peptídicos indica que la formación de nanotubos es promovida por restos aromáticos 
(extendidos). 
A)                                                                              B) 
 
 
                                     C) 
                                              
Figura 94. Imágenes de AFM de los diferentes controles. A) Dendrímero sólo (DCM) a 10 µM. B) 





Capítulo 2: Diferenciación de DNAs 
mediante la generación y 
reconocimiento de patrones en 
















Los organismos vivos perciben la información sobre los cambios en el medio que 
los rodea a través de los sistemas sensoriales especializados. Para ejercer su función de 
forma eficiente los sentidos deben amplificar las señales percibidas para dar lugar a un 
cambio detectable en las células sensoriales mediante un número reducido de eventos. 
Desde el punto de vista neurofisiológico, el número total de sentidos presentes en los 
seres humanos es de cinco: la vista, el tacto, el oído, el gusto y el olfato. Los tres primeros 
sentidos de esta clasificación son considerados sentidos físicos, pues detectan estímulos 
de tipo físico, mientras que los dos últimos son capaces de detectar cambios en la 
composición química del entorno, por lo que se consideran sentidos químicos.227,228 
La comunidad científica se ha volcado en estos últimos años en el intento de 
reproducir estos sentidos o su mecanismo de detección de forma artificial.229 No 
obstante, la tarea de diseñar sistemas sensoriales artificiales resulta compleja, debido 
fundamentalmente a que el mecanismo natural de percepción química no está 
completamente dilucidado.230 El sentido humano del olfato es capaz de reconocer y 
discriminar compuestos volátiles con una elevada exactitud y selectividad. El sentido del 
olfato ven implicados los receptores olfativos presentes en las fosas nasales, el bulbo 
olfativo y el cerebro, que es donde se realiza el proceso de identificación de las 
moléculas odorantes. 
Las investigaciones pioneras de los Profesores Richard Axel y Linda Buck han 
puesto de manifiesto que el olfato, uno de los sistemas de percepción sensorial más 
poderoso presente en el mundo animal, está basado en un sistema de generación y 
reconocimiento de patrones.231,232 De esta forma, en los mamíferos cuando se detecta 
una molécula odorante en el epitelio olfativo (cavidad nasal), esta provoca una 
respuesta simultánea y de diferente intensidad en múltiples receptores olfativos. Esta 
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respuesta es procesada como un mapa espacial por el cerebro que permite al ser 
humano distinguir alrededor de 10.000 olores diferentes,233 aunque algunos autores se 
ha llegado a proponer una discriminación de odorantes muy superior (>1012).234 Para 
llevar a cabo esta poderosa capacidad de diferención se utilizan solamente unos 400 
receptores olfativos.235 Este proceso, incompatible implícitamente con un 
reconocimiento 1:1, basa su eficacia en que cualquiera pequeña diferencia entre 
analitos es amplificada y genera una señal interpretada (como diferente) de forma 
satisfactoria por el cerebro (Figura 95).236 Por lo tanto, el sistema olfativo genera unos 
patrones de respuesta que configuran una sensación de aroma único en el cerebro. En 
otras palabras, en respuesta a la detección de una molécula, los receptores olfativos 
generan un patrón que es reconocido en el cerebro. Esto se conoce como sensores de 
reconocimiento de patrones que es el mecanismo utilizado por los mamíferos en la 
recepción olfativa. 
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Figura 95. Reconocimiento de patrones en el olfato de diferentes moléculas. En la tabla se 
muestran algunos ejemplos de los ácidos y alcoholes con una estructura similar que provocan 
una respuesta diferenciada en los distintos receptores dando lugar a señales patrón 
completamente diferentes. *OR representan las proteínas receptoras de membrana acopladas 
a las proteínas G. Una vez detectado el analito se produce una cascada de reacciones 
enzimáticas que desembocan en el cierre de canales iónicos que causaran la hiperpolarización 
de las correspondientes neuronas dando lugar a un impulso nervioso. 
1.1. Sensores basados en la generación de patrones 
La generación y reconocimiento de patrones es un proceso poderoso y universal 
extendido en la naturaleza, el arte y la ciencia (Figura 96).237,238 Desde el principio del 
pensamiento y la aplicación del método científico, el ser humano identificó diversos 
patrones en multitud de ocasiones y fenómenos naturales. Así por ejemplo, la 
proporción aurea, que cuando tiende a infinito define el patrón de la espiral, se 
encuentra presente de manera recurrente desde la más pequeña de las flores hasta en 
la más grande de las galaxias (Figura 96a-e).  
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Figura 96. Diferentes ejemplos de la generación y el reconocimiento de patrones empleando el 
número áureo en diversas facetas de la vida: a) Matemáticas y geometría: 2 rectángulos áureos 
cuyos lados guardan proporción [(a+b)/a = a/b] y que definen el patrón de la espiral, b) arte: 
Gioconda de Leonardo da Vinci en base a la divina proporción, c y d) Naturaleza: la galaxia de 
Andrómeda (millones de años luz) y la flor de un girasol (cms). e) Otros patrones empleados en: 
e) Ciencia y tecnología: el código de barras y el espectro de absorción atómico y f) la huella 
dactilar. 
La generación de patrones se ha explotado ampliamente por el hombre, 
fundamentalmente como herramienta para la diferenciación y la catalogación de los 
objetos en función de sus variables más representativas. Un ejemplo significativo son 
los códigos de barras (Figura 96e). En la generación de patrones ha permitido al hombre 
determinar desde los elementos constituyentes del sol mediante sus conocidos 
espectros de emisión, hasta el autor material de un crimen de forma inequívoca usando 
las huellas dactilares (Figura 96f). 
Los químicos han aprovechado el reconocimiento de patrones como 
herramienta para la fabricación de diferentes sensores químicos.239,240 Por ejemplo, el 
grupo del Profesor Keneth Suslick, de la Universidad de Illinois, demostró la posibilidad, 
en principio casi ilimitada, de identificar moléculas sencillas, como por ejemplo, 
azúcares o mezclas más complejas, como los aromas del café mediante el empleo de 
sensores basados en redes colorimétricas.241 En algunos de estos sensores se 
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empleaban cromóforos, como las porfirinas, anclados a hidrogeles de poliacrilamida.242 
El desplazamiento del huésped original por parte de moléculas que contenía grupos 
coordinantes (azúcares) permitió utilizar, de manera muy elegante, las interacciones 
supramoleculares243 ``host-guest´´ para la generación y detección de patrones 
colorimétricos de los analitos de interés.244 




Figura 97. A) Sistema Host-guest basado en en reconocimeiento de azúcares. B) Sensor 
colorimétrico basado en la distinción de moléculas odorantes (azúcares) creando patrones 
basados en interacciones supramoleculares. 
            El Profesor Eric Asnlyn245 también participó de forma muy activa en la detección 
de moléculas aisladas o mezclas mediante el empleo del reconocimiento de patrones. 
Un desafío importante para el desarrollo de un protocolo de detección basado en 
generación de patrones, que posean la capacidad de generar señales diferentes entre 
analitos estructuralmente similares. Por ejemplo, los cambios en la absorción UV-Visible 
(cambios de color) de los complejos supramoleculares derivados de los flavonoides para 
preparar catadores-químicos capaces de distinguir con una gran precisión diferentes 
variedades de vinos tintos. (Figura 98).246,247  
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Figura 98. Sensor colorimétrico basado en la distinción de flavonoides mediante el análisis 
estadístico. 
El grupo del profesor Stefan Matile248 en Ginebra, diseñó un nuevo método para 
la diferenciación de diferentes aldehídos volátiles (Figura 99) basada en la capacidad 
para transportar oligonucleótidos a través de las membranas lipídicas.249 En este 
sistema, se preparaba un anfifilo catiónico mediante la captura covalente de odorantes 
hidrofóbicos volátiles en disolución. Una vez ensamblados estos ``activadores´´ 
catiónicos anfifílicos pueden facilitar el transporte de un polímero aniónico (DNA) a 
través de una bicapa lipídica.71 Los anfifilos preparados, se diferencian no solo en el tipo 
de aldehído hidrofóbico, sino también en el número de estas cadenas así como en el 
número de cargas catiónicas. De esta forma, diferentes anfifilos transportaban el ADN 
de forma diferente lo que daba lugar a distintos patrones de transporte evaluados en 
sistemas de vesículas fluorescentes. Los diferentes datos de transporte extraídos del 
análisis de fluorescencia de vesículas se trataron mediante análisis estadístico lo que 
permitía diferenciar moléculas estructuralmente tan similares como los enantiómeros 
del citronelal (0-18, 0-19). Para llevar a cabo la generación de patrones se empleó una 
técnica, muy usada en estadística, para reducir la dimensionalidad del conjunto de 
datos, el análisis de componentes principales (PCA).250,239 La técnica busca la 
proyección de los datos obtenidos representados en términos cuadrados, es decir, 
convierte un conjunto de variables correlacionadas en un conjunto de valores de 
variables sin correlación lineal. Otra técnica usada para el tratamiento de datos es la 
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reducción del espacio de variables multidimensional a árboles-cluster bidimensionales 
(Hierarchical Cluster Analysis, HCA).251 HCA es un método de análisis multivariante que 
convierte las distancias euclídeas de las muestras adquiridas en el espacio 
multidimensional a dendrogramas bidimensionales (2D).252 
 
Figura 99. Detección de moléculas odorantes (O1-O30) mediante el reconocimiento de patrones 
de transporte a través de vesículas fluorogénicas, en donde los analitos hidrofóbicos (O1-O3) 
reaccionan con los péptidos hidrofílicos (A1H1-A1H3, G1H1-G1H3) dando lugar a los anfifilos 
que mediaron el transporte de biopolímeros a través de las membranas lipídicas. 
2. Péptidos anfifílicos covalentes dinámicos para transporte de polímeros 
en sistemas vesiculares 
Los péptidos anfifílicos son oligómeros formados por aminoácidos hidrofílicos e 
hidrofóbicos y que, generalmente, están organizados en sucesiones de dominios 
hidrófobos e hidrófilos. Este tipo de moléculas que pueden dar lugar a dos superficies 
distintas, una parte hidrofílica y otra hidrofóbica, suelen generar unas determinadas 
organizaciones supramoleculares. Existen diferentes tipos de diseños, en algunos casos, 
                                                          
251 Bridges, C. C.; Jr. Psycholog. Reports, 1966, 18, 851–854. 




según la distribución de las cargas positivas y negativas en la secuencia peptídica. Estos 
tipos de péptidos anfifílicos se han usado principalmente en la preparación de 
hidrogeles. Recientemente el grupo de Matile ha descrito una nueva clase de péptidos 
que se caracterizaba por poseer varias colas hidrofóbicas y cabezas polares, tal como se 
muestra en la figura 100. Estos anfifilos catiónicos se caracterizan por poseer un 
pequeño dendrón peptídico con grupos catiónicos y varios grupos hidrazida sobre los 
que se puede incorporar las cadenas hidrofóbicas de los compuestos carbonílicos. Estos 
pequeños péptidos actúan a modo de cabeza hidrofílica. La presencia de los grupos 
reactivos hidrazida/hidrolxilamina son capaces de condensarse con electrófilos 
hidrofóbicos como aldehídos o cetonas de cadena larga. Los productos resultantes son 
anfifilos catiónicos que pueden actuar como contraiones de los biopolímeros aniónicos 










Figura 100. Esquema de la formación de un péptido anfifílico mediante la química covalente 
dinámica.253 
Los anfifilos resultantes se usan como activadores para el transporte de 
polímeros aniónicos a través de bicapas lipídicas en vesículas fluorogénicas 
artificiales.249 Las vesículas grandes unilamelares (LUVs) pueden ser cargadas con un 
fluoróforo aniónico HPTS (8-hidroxipyrene-1,3,6-trisulfonic acid trisodium salt) y un 
desactivante neutro DPX (p-xylene-bis-pyridinium bromide). Esta combinación da lugar 
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a un estado inicial en reposo de la vesícula en la que no se observa fluorescencia del 
HPTS cuando se excita (λexc = 413 nm), ya que está apagada por el DPX. Las vesículas 
obtenidas de esta forma pueden usarse para cuantificar la fuerza transportadora de la 
combinación de una molécula anfifílica o un biopolímero cargado. La combinación de 
péptidos catiónicos con un ADN aniónico formará un complejo activo neutro que 
permite el paso del ADN a través de la membrana. De esta forma, el ADN puede circular 
libremente a través de la bicapa lipídica complejándose con el DPX, extrayéndolo del 
interior de la vesícula. La salida del DPX provoca una respuesta fluorescente (λemi = 511 
nm) que se puede medir y cuantificar. Para ello se mide la fluorescencia del HPTS, o 
cualquier otro fluoróforo, en función del tiempo de una dispersión de vesículas a pH 
controlado y a la que se añaden secuencialmente los componentes involucrados en el 
transporte.254,255 Las trazas de fluorescencia dependientes de la concentración de 
anfifilo se ajustan a la ecuación de Hill, de la cual se obtienen parámetros que definen el 
transporte, como por ejemplo la actividad máxima (YMAX), la concentración a la mitad de 
actividad (EC50) y el coeficiente de Hill (n) que daban una idea de la pendiente de la 
curva.73 Sobre estos datos de transporte se lleva a cabo un tratamiento estadístico que 
permita la obtención de un gráfico tridimensional que mostraba variabilidad y las 
diferencias entre los diferentes analitos obtenidos (Figura 101). 
 
Figura 101. Ejemplos de análisis de los datos obtenidos con sensores químicos basados en la 
generación y el reconocimiento de patrones. A) Gráfico tridimiensional del análisis de los 
componentes principales (PCA) que muestra las diferencias en las mezclas complejas de los 
odorantes (perfumes). 
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Aunque muchos quimiosensores se han descrito en las últimas décadas,239,256 el trabajo 
de Stefan Matile fue el primer sistema sintético de detección diferencial que opera, 
como los receptores olfativos, amplificando la señal mediante transporte a través de las 
membranas de bicapa lipídica. Este sistema logró la diferenciación de 21 odorantes 
estrechamente relacionados entre sí. A pesar de ser una prueba de concepto muy 
novedosa, el sistema no puede competir con sistemas de detección sofisticados para la 
detección y cuantificación de moléculas volátiles como por ejemplo un aparato de 
cromatografía de gases acoplada a un sistema de detección de masas en la detección e 
identificación de las moléculas odorantes.  
Sin embargo, el sistema desarrollado por Matile presentaba una ventaja 
inherente al sistema. Este es que todos los elementos empleados en el sistema de 
transporte participa en la generación de señal y, por lo tanto, cualquiera de estos 
elementos podría ser un analito potencial. Es decir, en principio el sistema podría ser 
usado para la detección de aldehídos hidrofóbicos constituyentes del transportador 
pero también usarse para detectar y diferenciar el DNA que es transportado. Este 
objetivo, implicaba un ejercicio sintético hacia un ideal grupo de anfífilos catiónicos que 
desencadenarían el transporte de cualquier biopolímero aniónico (DNA) 
independientemente de su longitud y naturaleza. Para abordar esta tarea, se decide 
desarrollar una estrategia de síntesis de péptidos en fase sólida (SPPS) para la 
preparación de contraiones dinámicos. Sin lugar a duda, la belleza de la estrategia 
desarrollada por el grupo de Matile adolecia de un problema sintético ya que las cabezas 
polares requerían de un trabajo de laboratorio en muchas ocasiones largo y que requería 
de tediosas etapas de purificación. La metodología que nos planteamos usar para 
abordar este proyecto es que se pudiese llevar a cabo en soporte sólido y que 
únicamente requiriese de una etapa de purificación al final de la misma. El número de 
grupos catiónicos y reactivos se irían incorporando de forma secuencial y práctica 
mediante la adecuada selección de grupos protectores ortogonales.  
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En este capítulo nos planteamos la atractiva posibilidad de abordar la 
diferenciación y/o secuenciación de cadenas de nucleótidos (ADN, ARN) mediante la 
generación de patrones derivados del transporte a través de membranas lipídicas 
modelo. En muchos de los ejemplos de sensores descritos anteriormente se emplea un 
polímero o una mezcla de matriz polimérica (ADN, Poliacrilamida, Teflon, Poliburetano) 
bien para la generación de señal o bien para el anclado de los diferentes colorantes 
responsables de la misma. En la detección olfativa basada en el transporte desarrollado 
por el grupo de Matile,249,257 el polímero empleado, el ADN, toma parte activa en la 
generación de señal. La señal observada se genera a partir de su transporte desde el 
exterior al interior de las vesículas. Sin embargo, en estos trabajos se detecta 
únicamente el aldehído que se une a las cabezas catiónicas para generar el anfifilo 
transportador. La diferencia de señal se puede relacionar con la estructura del aldehído. 
Sin embargo, nosotros nos planteamos que este oligómero no actúa como un mero 
transmisor de la señal, si no que sus características intrínsecas (carga, supraestructura, 
longitud, quiralidad …) sin duda deben definir una parte importante de la forma de la 
señal generada. Por ello creimos que podíamos relacionar estas propiedades intrínsecas 
con la señal observada y explotarlas para la generación de patrones y el reconocimiento 
de los analitos polianiónicos. 
Una de las posibilidades más interesantes para abordar este problema y 
maximizar nuestras diferencias, se fundamenta en la interacción, antes, durante y 
después de la translocación y el transporte, entre las supraestructuras del ADN y del 
activador anfifílico. Por ello, nuestro primer objetivo concreto en esta propuesta será la 
síntesis de una serie de péptidos anfifílicos que pudiesen adoptar diferentes 
conformaciones (random coil) y por lo tanto interaccionar de forma diferente con la 
supraestructura del correspondiente ADN. Los péptidos catiónicos preparados deberían 
interaccionar con los polímeros aniónicos (es decir, ADN) formando un complejo neutro 
que pudiese atravesar las bicapas lipídicas y desencadenar el transporte del ADN. Las 
propiedades de transporte de este complejo podrían caracterizarse por experimentos 
de vesículas con fluoróforos atrapados de forma similar a los trabajos precedentes de 
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Matile. Para abordar este objetivo, en primer lugar, se pretendía diseñar una nueva 
metodología sintética para la obtención de péptidos catiónicos en fase sólida que 
presenten una relación diferente entre los grupos guanidinio (Arg) e hidroxilamina: 
ArgnOm. En el que n indica el número de argininas presentes en la molecula mientras 
que m representan el número de o-alquilhidroxilaminas. Los grupos guanidinio de las 
Args serían los responsables de conferirle el carácter catiónico al transportador y los 
grupos hidroxilamina se utilizarían en las uniones covalentes reversibles con aldehídos 
u otros compuestos carbonílicos.  
Un segundo objetivo es la preparación de un conjunto de anfifilos 
transportadores mediante la condensación de los peptídos ArgnOm a través de las 
hidroxilaminas con los carbonilos de los aldehídos hidrofóbicos, formando oximas que 
daría lugar a los denominados péptidos anfifílicos de fórmula general Argn(OxT)m. En 
este caso el grupo T indicará el número de carbonos que posee cada aldehído 
condensado. 
Una vez preparados estos péptidos y optimizadas sus propiedades de transporte 
en membranas modelo se procederá a medir los patrones de fluorescencia de 
transporte con diferentes ADNs. En caso de aparecer diferencias significativas que 
garanticen la generación de huellas dactilares únicas para cada una (prueba de 
concepto), se abrirán multitud de posibles vías de acción orientadas a la obtención de 
biosensores que ayuden en el diagnóstico de enfermedades que posean un componente 
genético. La huella digital de fluorescencia de transporte para cada combinación de 
anfifilo-ADN es diferente y, por lo tanto, si medimos muchas combinaciones, podemos 







Figura 102.  Esquema general del experimento de transporte (de izquierda a derecha). Se 
muestra: a) Un modelo de una vesícula fluorescente, el activador anfifílico, el ADN, el complejo 
neutro y el proceso de translocación y transporte. b) secuencias diferentes de ADN (analito) que 
se pretende diferenciar). c) Modelo de las trazas de fluorescencia de transporte dependientes 
de la concentración de ADN, del tipo de transportador y de su concentración. d) Los datos de las 
trazas a un tiempo de 200 segundos se ajustarán a la ecuación de Hill. e) Análisis de los patrones 
mediante un tratamiento estadístico. 
El tercer objetivo persigue la obtención y caracterización de los mejores péptidos 
transportadores de ADN en sistemas de vesículas fluorescentes unilamelares. 
Finalmente, una vez establecidos al menos los tres transportadores peptídicos 
eficientes para múltiples biopolímeros, se pretenderá a evaluar las posibles diferencias 
de transporte para los diferentes ácidos nucleicos. El propósito de este último paso es 
generar los correspondientes patrones de transporte para un número limitado de 
péptidos y secuencias específicas de ADN, analizando sus diferentes propiedades 
transportadoras que permitan generar unos patrones únicos para cada uno de ellos y, 
por tanto, su diferenciación. Estas son las bases del sensor que se pretende generar en 
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1. Diseño y síntesis 
El diseño general de los péptidos transportadores de ADN se muestra en la figura 
103. En todos los casos se trata de moléculas que presentan un carácter catiónico para 
lo que se seleccionó los residuos de Arginina (pka = 12.5) puesto que garantizan la 
protonación de los mismos a pH biológico (7.4). Por lo tanto, son candidatos óptimos 
para la formación de pares iónicos con los fosfatos del ADN (pka = 1). Como elemento 
de anclaje con las cadenas hidrofóbicas se seleccionó las O-alquilhidroxilamina. 
 
Figura 103. Diseño general de las cabezas polares de los péptidos transportadores propuestos 
en este trabajo. 
Como se puede observar en la figura 104, hemos introducido residuos que 
pueden ser alternativamente o bien grupos funcionales hidrófilos catiónicos o centros 
reactivos nucleófilos. El propósito de estos grupos reside en la posibilidad de una 
funcionalización rápida mediante una reacción de formación de las oximas 
correspondientes que permitirían la incorporación de cualquier residuo hidrofóbico sin 
esfuerzo sintético. De esta forma, en el caso de los grupos oxima, la simple combinación 
de estos péptidos con (n) electrófilos hidrofóbicos adecuados condujeron a la obtención 
de n estructuras diferentes todas ellas susceptibles de mediar el transporte de ADN. 




Figura 104. Formación de los péptidos anfifílicos mediante la condensación de las cadenas 
hidrofílicas (negro) que poseen los grupos O-alquilhidroxilamina (en color gris) con los 
electrófilos hidrofóbicos (rojo).  
Inicialmente se propuso la síntesis de los péptidos con dos Arg y una 
hidroxilamina (Arg2Ox1), con dos Arg y dos hidroxilaminas (Arg2Ox2) y finalmente tres 
Arg y dos hidroxilaminas (Arg3Ox2), representándose de forma general estos 
contraiones reactivos catiónicos como ArgnOxm, en que m denota el número de O-
alcoxihidroxilaminas y n el número de residuos de Arg presentes en cada péptido. 
Aunque el enlace oxima es intrínsecamente "dinámico" y está en equilibrio con las 
correspondientes uniones de hidroxilamina y aldehído, la cinética de la oxima es 
insignificante para la escala de tiempo de nuestras mediciones de transporte de ADN. 
Por esta razón, se prefirió el enlace oxima en lugar de otros conectores dinámicos 
(hidrazonas) debido a la alta estabilidad de los anfífilos resultantes (generadores de 
señal).  
En la síntesis de los péptidos se partió como primer aminoácido el (L) Fmoc-Arg 
(Pbf)-OH, que se unió al soporte sólido a través del grupo carboxílico terminal. El soporte 
sólido seleccionado fue la resina Rink Amida (resina-(2´,4´-dimetoxifenil-Fmoc-
aminometil)-fenoxi) ya que se pretendía obtener los grupos amida como terminadores 
del péptido por su extremo carboxílico terminal. Para llevar a cabo dicha síntesis la 
resina Rink Amida se solvató (hidrató) con diclorometano y posteriormente se trató con 
una disolución al 20 % de piperidina en DMF para eliminar el grupo fluorenilo con el que 
viene protegido el grupo reactivo de la resina. Los acoplamientos se llevaron a cabo 
mediante la formación in situ de ésteres activos de los correspondientes aminoácidos y 
se empleó 4 equivalentes por unidad de grupo reactivo mediante el tratamiento con una 
mezcla de HBTU (3.8 eq)/HOBt (0,2 M en DMF), y posterior adición de una disolución de 
DIEA en DMF (0,195 M). Transcurrido 1 minuto de la preactivación del éster, esta 
disolución se vertió sobre la resina y la mezcla resultante se agitó mediante el burbujeo 
de Ar (g). Los acoplamientos se realizaron durante 45 minutos. Para eliminar los excesos 
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de reactivo empleados, se filtró la mezcla y se lavó repetidas veces con DMF. La 
eficiencia del acoplamiento se llevó a cabo empleando el Test TNBS,258 procediéndose a 
repetir el acoplamiento cuando se observaba un ligero color en la superficie de las bolas 
de la resina polimérica. La desprotección del grupo amino se realizó en las mismas 
condiciones que la desprotección de la resina, mediante el doble tratamiento con una 
mezcla al 20 % de piperidina en DMF durante 15 minutos. Los posteriores acoplamientos 
y desprotecciones se llevaron a cabo bajo las condiciones ya descritas, obteniéndose 
tras los correspondientes acoplamientos, los péptidos lineales de 3 a 5 aminoácidos. Una 
vez completada la síntesis de los péptidos descritos, se llevó a cabo la rotura final de 
estos soportes sólidos mediante una mezcla ácida consistente en TFA:CH2Cl2:TIS:H2O 
(90:5:2.5:2.5) y finalmente el producto resultante se analizó mediante HPLC-MS en fase 
reversa.   
 
Figura 105. Esquema general sintético. 
Una vez completada la síntesis de los péptidos lineales se procedió con la 
desprotección de la cadena lateral de la lisina que están bloqueados con el grupo Mtt. 
Dicho grupo es sensible a las condiciones ácida y se puede eliminar empleando 
condiciones suaves con la mezcla (DCM/HFIP/TFE/TIS (6.5:2:1:0.5)). De esta forma se 
rompe selectivamente dichos grupos sin separar el péptido de la resina y garantizando 
la integridad del resto de los grupos protectores. Seguidamente, se acopló el ácido 
[(terc-Butoxycarbonyl)aminooxy]acético para anclar los grupos hidroxilamina a los 
                                                          
258 Snyder, S. L.; Sobocinski, P. Z. Anal. Biochem. 1975, 64, 284-288. 
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péptidos. Al igual que el caso anterior, en esta etapa intermedia se verificó mediante la 
ruptura selectiva de una porción de resina analizándose el residuo obtenido mediante 
HPLC-MS en fase reversa. Cuando en los cromatogramas resultantes se observaba que 
no todas las lisinas habían reaccionado, se procedía con la repetición de las dos etapas 
de desprotección del Mtt y acoplamiento anteriormente descritas. Esto es, el 
tratamiento con la mezcla de hexafluoroisopropanol en DCM (DCM/HFIP/TFE/TIS), 
seguido del acoplamiento en el que se empleaban la mitad de equivalentes del ácido 
[(terc-Butoxycarbonyl)aminooxy]acético. Una vez confirmada la sustitución de todas las 
lisinas se acetiló en extremo N-terminal. Para ello la resina se trató empleando las 
condiciones indicadas anteriormente, disolución al 20 % de piperidina en DMF. A 
continuación, se realizó la acetilación mediante el tratamiento con una disolución de 
2,6-lutidine y anhídrido acético (1:1). La última etapa de la síntesis fue la separación del 
péptido del soporte sólido. El método comúnmente empleado en la rotura de esta resina 
es el uso de una disolución ácida formada por TFA, DCM, H2O y TIS (90:5:2,5:2,5), 
empleándose 1 ml de disolución por cada 40 mg de resina. Después de añadir la mezcla 
ácida sobre la resina, esta se agitó durante 2 h a temperatura ambiente. Posteriormente 
se filtró y lavó con TFA y la disolución resultante se trató con éter etílico frío para 
precipitar el péptido. El precipitado se purificó por el HPLC en fase reversa, empleando 
una columna C18 y como eluyente H2O:CH3CN (0.1%TFA). 
La preparación de los péptidos Arg2Ox2 y Arg3Ox2 se daban problemas de 
reactividad a la hora de incorporar los dos grupos hidroxilamina en las cadenas laterales 
de la lisina en un único paso. A medida que se incrementaron el número de los residuos 
de hidroxilamina, se observaron problemas sintéticos relacionados con la desprotección 
selectiva de los grupos Mtt y posterior acoplamiento para formar las correspondientes 
O-alquilhidroxilaminas. Como se muestra en la traza del HPLC mostrada en la figura106 
correspondiente a la última etapa sintética para la preparación de Arg2Ox2 se observa la 
presencia de diferentes picos asignados al producto de partida, al producto final y a un 
tercer producto de monosustitución, en el cual solo una de las dos oxaminas se habría 
incorporado a la cadena peptídica (identificado por MS). 




Figura 106. HPLC obtenido de la mezcla obtenida en la última etapa sintética para la preparación 
de Arg2Ox2. 
Sin embargo, se observaba una mejoría notable de la síntesis si se realizaba la 
desprotección previa del grupo Fmoc y la acetilzación del péptido, y posteriormente se 
procedía a realizar la desprotección del grupo Mtt y el acoplamiento con la mitad de 
equivalentes de la oxamina correspondiente. Observando la Figura podemos concluir 
que con la mitad de equivalentes y con el proceso sintético optimizado se reducían 
impurezas y evitábamos reacciones secundarias derivadas de la sobreactivación de la 
alquilhidroxilamina. Además, tal como se puede observar en la figura 107, el producto 
final no aparece como un pico fino y bien resuelto lo que dificultaba su purificación. Esta 
limitación sintética recurrente necesitó de un proceso de optimización para garantizar 
el acceso a diferentes activadores peptídicos con una complejidad cada vez mayor. Por 
lo tanto, se decidió variar tanto los tiempos de reacción como los agentes de 
acoplamiento a emplear (HATU, HBTU, TBTU). Los diferentes resultados se siguieron por 
HPLC-MS comprobándose que cambiando HBTU por HATU y reduciendo el número de 
equivalentes, concretamente de 4 equivalentes a 2.5 equivalentes, así como formar las 
hidroxilaminas después de acetilar, conjuntamente con la reducción del tiempo de 
reacción, se obtenían las mayores proporciones de producto deseado, así como 
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metodología optimizada se preparó el péptido Arg3Ox2 con un rendimiento global del 
17 % sin necesidad de repetir ningún paso de síntesis. 
 
Figura 107. Trazas de los HPLCs correspondientes a la síntesis del compuesto Arg2Ox2. A) 
Estrategia sintética previa a la optimización. B) resultado obtenido tras la optimización. 
Una vez realizada la síntesis peptídica, se decidió seleccionar una librería de 
aldehídos para formar los activadores anfifílicos. En el laboratorio disponíamos de los 
aldehídos comerciales hexanal, octanal, decanal y dodecanal. Sin embargo, pensamos 
que también sería interesante ensayar cadenas más largas, que pudieran mimetizar a 
los lípidos naturales como el aldehído oleico (T18Δ9). Por ello, se procedió a la síntesis 
de los aldehídos tetradecanal, hexadecanal, octadecanal y (Z)-octadec-9-enal, mediante 
una sencilla reacción de oxidación a partir de los respectivos alcoholes comerciales. El 
método elegido fue la oxidación con PCC en diclorometano, obteniéndose los aldehídos 




Figura 108. Representación de la reacción de los alcoholes R = C13H17 (T14), R = C15H31 (T16), R = 
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1. Experimentos vesiculares 
Para medir el transporte decidimos preparar vesículas largas unilamelares 
cargadas con un fluoróforo aniónico (HPTS) y un ``quencher´´ o desactivante catiónico 
(DPX).257 Para simplificar su nomenclatura se abreviarán como EYPC-LUVs⊃HPTS/DPX 
(LUVs: es el acrónimo en inglés para ``Large Unilamellar vesicles´´).245 Para la 
preparación de estas vesículas se empleó la fosfatidilcolina de la yema de huevo (egg 
yolk-phospatidyl choline) y se empleó el método de las vesículas reversas.249,259 Para lo 
cual se disolvió en una mezcla de MeOH/CH3Cl 1:1 y se concentró en el rotavapor para 
dar lugar a una película o ``film´´ multilamelar adherido a las paredes del balón. Este film 
se mantuvo en condiciones de alto vacío durante 12 horas. Pasado este tiempo se 
añadió la disolución tampón (10 mM Tris, 72 mM NaCl, pH=7.4). Esta dispersión de 
vesículas se congeló en nitrógeno líquido y a continuación se dejó llegar a temperatura 
ambiente , proceso que se conoce como ``freeze-thaw´´ y que se repitió 7 veces. 
Posteriormente, la mezcla se sometió a su extrusión mediante su filtración a través de 
una membrana de policarbonato de 200 nm de tamaño de poro para homogenizar el 
tamaño de las vesículas. Una vez homogenizada la mezcla, las EYPC-LUVs⊃HPTS/DPX se 
filtraron a través de una columna de exclusión por tamaños (sephadex G-25) para 
eleminar los restos de fluorofos no atrapados en el interior de las vesículas. 
                                                          
257  Takeuchi, T.; Bagnacani, V.; Sansone, F.; Matile, S. ChemBioChem, 2009, 10, 2793-2799. 
245  Takeuchi, T.; Matile, S. J. Am. Chem. Soc., 2009, 131, 18048–18049. 
249  Takeuchi, T.; Montenegro, J.; Hennig, A.; Matile, S. Chem. Sci. 2011, 2, 303-307 
259 Miyatake, T.; Nishihara, M.; Matile, S. J. Am. Chem. Soc. 2006, 128, 12420-12421. 
 
 




Figura 109. Formación de EYPC-LUVs⊃HPTS/DPX. 
Para comprobar la formación de vesículas se realizó un experimento de 
permeabilización de las vesículas para comprobar por fluorescencia la encapsulación de 
las moléculas de HPTS y DPX. Para ello, una pequeña alícuota de la suspensión de 
vesículas (5 μl) se dispersó en la disolución acuosa isoosmótica de pH=7.4 (10 mM Tris, 
107 mM NaCl) en una cubeta de fluorescencia. Los experimentos se realizaron en el 
fluorímetro y se midió la emisión del HPTS en función del tiempo. Pasados 200 segundos 
se añadió Tritón-X para liberar el contenido de las vesículas separando el fluoróforo de 
su desactivante. Con esta adición se produce, tal como se esperaba, un aumento brusco 
de la fluorescencia que confirma el atrapado de fluoróforo y del inhibidor en el interior 
de las vesículas. También se pudo observar que los primeros 200 segundos no hay 
ningún cambio en la emisión de fluorescencia y que por tanto los liposomas eran 
suficientemente estables para realizar los experimentos de transporte. 




Figura 110. Estudios de la variación de la emisión de fluorescencia (λem = 511 nm) con el tiempo 
de la suspensión de liposomas que contiene el HPTS y DPX cuando se excita a λexc=413 nm. Las 
gráficas se han normalizado considerando como el valor máximo la emisión observada tras la 
adición del tritón-X. Tal como indica a 200 segundos se añadió el tritón-X momento en el que se 
produce el incremento de la fluorescencia. 
Una vez preparados los péptidos objetivo y disponiendo de los aldehídos 
hidrofóbicos y las vesículas fluorescentes, se decidió estudiar la reacción de formación 
de las oximas para ciertos ejemplos seleccionados. Para ello se condensaron los péptidos 
preparados y purificados anteriormente con los diferentes aldehídos.260 Se trató los 
péptidos cabeza Arg1Ox2 y Arg2Ox2 con los aldehídos T8 y T14 respectivamente. La 
condensación se realizó en DMSO empleando 2 equivalentes de aldehído por grupo 
reactivo y un 5 % de ácido acético. La mezcla resultante se calentó a 60 °C durante 1 
hora. Para comprobar la formación del anfifilo el proceso se siguió mediante HPLC-MS, 
tal como se muestra en la figura 111, para la mezcla de Arg2Ox1 y el aldehído T8 
(octanal). En dicho cromatograma se observaba la aparición de un nuevo pico 
desdoblado y cuyas masas coincidía con la del producto deseado. Este desdoblamiento, 
se debe a la geometría (Z o E) de las oximas. Dada la pureza de los mismos, estos anfifilos 
pueden ser utilizados sin ninguna purificación adicional. Por lo tanto, la formación de los 
                                                          
260 Hayouka, Z.; Chakraborty, S.; Liu, R.; Boersma, M. D.; Weisblum, B.; Gellman, S. H. J. Am. Chem. 
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mismos transcurre en condiciones suaves y de forma cuantitativa mediante un método 





















Figura 111. A) Formación del anfifilo Arg2(OxT8)1 b) Cromatograma correspondiente a dicha 
formación que permite seguir la total transformación. 
 
Una vez preparados los anfifilos se procede al estudio de sus propiedades de 
transporte. En la figura 112 se muestra de forma general el mecanismo propuesto para 
el transporte anfifilo/polinucleótido utilizado para la generación de patrones de 
transporte. Este proceso implica en primer lugar la formación del anfifilo mediante la 
condensación de un péptido hidrófilo que incluye grupos hidroxilaminas con un aldehído 
hidrofóbico (a). Cuando este se mezcla, en la cubeta del fluorímetro, con el oligómero 
aniónico se forma el complejo neutro denominado poliplejo (b). Finalmente, este 
complejo neutro interacciona con la membrana lipídica impulsado por la presión 
osmótica entre el interior y exterior de las vesículas y se produce la translocación del 
complejo (c). En este proceso de entrada y salida del complejo se produce la liberación 
de cierta cantidad de DPX catiónico del interior de las vesículas. La salida del DPX da 
lugar a un incremento de la señal de fluorescencia (d). 
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Como primer objetivo de nuestros experimentos de transporte nos propusimos 
identificar los mejores anfifilos resultantes de la combinación de los tres péptidos cabeza 
(Arg1Ox2, Arg2Ox2, Arg3Ox2) que se combinaron con los 8 aldehídos hidrofóbicos. Para 
evaluar las propiedades de estos 24 anfifilos utilizamos un biopolímero sencillo como 
una mezcla de oligonucleótido de menos de 50 pares de bases (Herring-DNA). 
 
Figura 112. Esquema general del experimento de transporte, en donde se muestra una vesícula 
fluorescente, el activador anfifílico, el ADN, el complejo neutro y el proceso de translocación y 
transporte. 
2.1. Optimización de la concentración de anfifilo 
Para realizar las mediciones de transporte (Figura 113) se diluyeron las vesículas 
en la disolución reguladora (10 mM Tris, 107 mM NaCl, pH=7,4) a una concentración 
final aproximada de lípido 5 mM. Las medidas se realizaron durante 250 segundos, a los 
25 segundos se añadió el anfifilo previamente formado en DMSO. Por lo general con 
esta adición, se observaba un aumento de la fluorescencia inmediatamente después de 
la adición del anfifilo que se asocia a un posible efecto detergente del mismo, pero que 
posteriormente se estabilizaba. Una vez estabilizada la línea base, se añadió el ADN a 
una concentración fija (1.25 µM) a los 50 segundos. En este momento, para los 
RESULTADOS Y DISCUSIONES 
156 
 
transportadores activos, se observaba un aumento de la fluorescencia ocasionado por 
la extracción del desactivante (DPX) y el consecuente aumento de la fluorescencia del 
HPTS. Transcurridos 225 segundos, momento en lo que por lo general, ya se había 
producido una estabilización en el aumento de la emisión de fluorescencia, se añadía un 
exceso de detergente Tritón-X. Esta adición permite liberar completamente el contenido 
de las vesículas. Este valor máximo es el que posteriormente se empleaba en la 
normalización de los datos.  
Para poder comparar la fuerza transportadora de los distintos anfifilos medidos, 
las trazas de fluorescencia se realizaron empleando diferentes concentraciones de 
anfifilo a una concentración constante de analito (1.25 μM) de tal forma que los mejores 
candidatos fueron aquellos que transportaban con actividad alta a bajas 
concentraciones. Desafortunadamente de entre todos los anfifilos resultantes de la 
combinación de los péptidos cabeza (Arg2Ox1, Arg2Ox2 y Arg3Ox2) y la colección de los 
aldehídos seleccionados (T6-T18Δ9), solamente en dos casos [(Arg2(OxT14)2 y 
Arg2(OxT18Δ9)2)] se observó un débil transporte (Figura 113). Aparentemente los 
anfifilos preparados no poseían un carácter suficientemente hidrofóbico para mediar el 
transporte del ADN de Herring a través de las vesículas. 
A)  B) 
  
Figura 113. Trazas de fluorescencia para el transporte de a) Arg2(OxT14)2 b) Arg2(OxT18Δ9)2. En 
ambos casos el transportador del biopolímero (ADN de Herring) a una concentración fija (1.25 
µM) se agregó en t = 50 s. Anteriormente, a los 25 s se agregó el anfifilo correspondiente a 
concentraciones variables (7-1 µM). Finalmente, la lisis completa de las vesículas está mediada 
por la adición de tritón X-100 (370 μM concentración final) en t = 225 s. Como se puede observar 
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s), lo que pone de manifiesto la falta del efecto detergente de los anfífilos y la integridad de la 
bicapa lipídica, λexc=413 nm y λem=511 nm. 
Esto se fundamenta en que el anfifilo Arg2Ox2 con colas largas (T14 y T18Δ9), que 
son los que presentan la mayor relación colas/cabeza de la serie eran los únicos capaces 
de comportarse como transportadores. Como consecuencia, correlacionamos la 
hidrofobicidad del anfifilo como la característica estructural más importante que se 
debía de aumentar para conseguir un transporte más eficiente. De esta forma, se 
procedió a la síntesis de nuevos péptidos que incorporasen un mayor número de 
hidroxilaminas mientras se mantenía constante el número de residuos de Arg para 
poder atrapar un mayor número de aldehídos (colas hidrofóbicas). Estos nuevos 
péptidos anfifílicos diseñados y sintetizados fueron Arg1Ox3, Arg2Ox3 y Arg2Ox4. Dichos 
péptidos se prepararon de forma similar a lo descrito anteriormente. El tratamiento de 
estos péptidos reactivos con los aldehídos hidrofóbicos en DMSO (1 h a 60 ° C) dieron 
lugar a los anfífilos dinámicos correspondientes (Figura 114). 
 
Figura 114. Formación de los péptidos anfifílicos Argn(OxT)m mediante la condensación de las 
cadenas hidrofílicas (negro) que poseen los grupos O-alquilhidroxilamina (color gris) con 
electrófilos hidrofóbicos (color rojo). 
Los experimentos de transporte se realizaron de forma similar a lo ya indicado en EYPC-
LUVs⊃HPTS/DPX. Estos nuevos activadores del transporte fueron mucho más activos, 
alcanzándose en algunos casos eficiencias superiores al 60 % (Figura 115). 
El normalizado de los datos de las huellas de fluorescencia (en t = 200 s) se llevó 
a cabo representando la actividad máxima (YMAX) frente a la concentración del anfifilo. 
El ajuste de estos datos se llevó a cabo empleando la ecuación de Hill (ecuación 2). A 
partir de estas curvas dosis-respuesta se pueden extraer los parámetros clave que 
definen el transporte: YMAX (intensidad máxima de transporte), EC50 (la concentración a 
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la que la intensidad del transporte coincide con YMAX/2) y n (coeficiente de Hill) que 
informa sobre el grado de interacción entre los componentes. 
Ecuación 2: Y = Y0 + (YMAX – Y0) / {1 + (EC50 / coxime)n} 
A) B) 
 
Figura 115. A) Variación de la emisión de fluorescencia frente al tiempo correspondiente a los 
experimentos para determinar la cinética del transporte del ADN de Herring mediado por el 
anfifilo Arg1(OxT10)3. El transportador de biopolímero (ADN de Herring) se agrega en t = 50 s 
(flecha negra) con concentraciones variables entre 2 y 5000 nM. Finalmente, la lisis completa de 
vesículas está mediada por la adición de tritón X-100 (370 μM concentración final) en t = 225 s 
(flecha roja). No se observa aumento en la fluorescencia entre la adición de péptido y 
biopolímero (25-50 s), la falta del efecto detergente de los anfífilos y la integridad de la bicapa 
lipídica lo que confirma que no se observe dicho aumento. B) Curva de dosis-respuesta 
representativa para la activación del ADN de Herring con Arg1(OxT10)3 trazando la actividad 
máxima (YMAX) en función de la concentración de biopolímero (YMAX de 69.0 ± 4.3%; EC50 54.6 ± 
8.1 nM y coeficiente de Hill (n) de 1.3 ± 0.2). 
2.2. Estudios vesiculares con diferentes oligómeros aniónicos 
Con el objetivo de identificar los mejores transportadores (mayores valores de 
YMAX y menores valores de EC50), se decidió realizar los experimentos en los que se 
mantienen constante la concentración del bipolímero aniónico (ADN de Herring) 
mientras se variaba la concentración de los anfifilos. Los anfifilos que mostraban un 
aumento en la emisión de fluorescencia antes de la adición del biopolímero, tiempos 
comprendidos entre 25 y 50 s, se descartaron debido a la interacción con la membrana 
vesicular mostrando un efecto detergente. Sin embargo, se pudo identificar cuatro 
transportadores con respuesta positiva en el transporte en una concentración mínima: 
Arg1(OxT10)3, Arg2(OxT10)3, Arg2(OxT10)4 y Arg2(OxT16)4. De esta forma, se seleccionó 
a los transportadores que poseían las colas hidrofóbicas de decanal (T10) y/o 
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hexadecanal (T16). Los magníficos resultados obtenidos con estos cuatro anfifilos 
permitieron iniciar los experimentos de transporte con diferentes oligómeros aniónicos. 
Para confirmar el papel determinante llevado a cabo por estos transportadores se 
realizaron algunos experimentos de control. De esta forma, se realizó como control el 
experimento en el que se adicionaba únicamente el ADN de Herring a diferentes 
concentraciones. Tal como se observa en la figura 116 se confirmó que en estas 
concentraciones no se observaba un incremento en la emisión del HPTS y por tanto no 
se promueve ningún transporte. 
 
Figura 116. Experimento de control que confirmaba la falta de actividad transportadora del ADN 
de Herring y/o disrupción en la membrana cuando no estaba presente algún anfifilo. La gráfica 
muestra la adición de ADN de Herring, a concentraciones variables [1250-0,075 nM) en t = 50 s 
y Triton-X100 (concentración final 370 μM) en t = 225 s, λem=511 nm y λexc=413 nm. 
La configuración final del sensor y para simplificar condiciones y maximizar las 
diferencias entre polímeros de DNA similares, decidimos fijar la concentración del 
activador (5 μm) y modificar la concentración de biopolímero (DNA) en los experimentos 
de transporte. En primer lugar, seleccionamos varios DNAs formados por un grupo de 
biopolímeros heterogéneo, entre los que se encuentran una mezcla heterogénea (DNA 
de Herring, menos de 50 pares de bases), un DNA de mayor longitud (Calf-Thymus, 
10.000 pares de bases), un DNA formado por 200 nucleótidos de guanina (poly-G) y una 
mezcla heterogénea de alto peso molecular formado por fosfatos (poly-P, formando un 
polímero con el PO43-) (Tabla 2). También seleccionamos un segundo grupo más 
homogéneo en el que se incluyeron DNAs cortos de 23 nucleótidos con diferentes 
características, uno de cadena simple aleatoria (ss-R), su secuencia complementaria (ss-
C) y una secuencia mutante (ss-RM), en el que una adenina en la parte central del 
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nucleótido se reemplazó por una timina. También se probó un DNA corto de doble hebra 
mediante hibridación de las cadenas complementarias (ds-Hyb) y una estructura 
intramolecular en forma de horquilla plegada (ss-H). Antes de comenzar las mediciones 
de transporte, las concentraciones de polímero se calcularon empleando la absorbancia 
de UV para reducir el error experimental. Con el objetivo de evaluar la importancia del 
tipo de biopolímero en la señal emitida por las vesículas se seleccionó una colección 
representativa de oligómeros aniónicos que incluían diferentes tamaños, composiciones 
y dispersión.   
 
Tabla 2. Conjunto general de polímeros aniónicos objeto de este estudio. 
Todos los datos (actividad frente concentración) se ajustaron a la ecuación de Hill 
proporcionando unas curvas de "dosis-respuesta" con bajos errores y altos coeficientes 
de ajuste de la curva (R), incluidos los tres ADN cortos monocatenarios (Figura 117). 








Figura 117. Curvas dosis-respuesta para los tres ADN cortos monocatenarios. a) ss-R b) ss-C y c) 
ss-RM) examinados con los cuatro diferentes anfífilos: Arg1(OXT10)3 (gris), Arg2(OxT10)3 (rojo), 
Arg2(OxT10)4 (azul) y Arg2(OxT16)4 (Verde). 
 
Tabla 3. Parámetros derivados de las curvas de dosi-respuesta para los tres ADNs cortos 
monocatenarios: ssR, ss-C y ss-RM (YMAX, EC50 y el coeficiente de Hill (n)) y el coeficiente de 
adaptación (R2) con los errores correspondientes.  
Cabe señalar que las curvas dosis-respuesta de donde obtuvimos los valores para 
la construcción de los patrones se midieron por triplicado y siempre preparando los 
anfifilos antes de realizar los experimentos. Además, en los valores de los datos junto 
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con los bajos valores de desviación estándar obtenidos en el triplicado de las medidas 
de transporte para todos los ADN confirmaron la coherencia y reproducibilidad del 
sensor.261 Primero cuantificamos los parámetros de transporte específicos (YMAX, EC50 y 
n) para el DNA de Herring con los cuatro anfifilos. En comparación con el ADN de Herring, 
el ADN de Calf Thymus mostró una actividad de transporte similar (YMAX) pero una 
disminución en los valores de EC50. La YMAX más alta de todas las series se logró con la 
poliguanina (poli-G), lo que denota la gran importancia de la estructura secundaria de 
ADN para la interacción o la posterior translocación a través de la bicapa lipídica. 
También, se pudo observar diferencias con la mezcla de fosfatos poliméricos (Poli-G), 
los cuales requerían una mayor concentración (EC50) para alcanzar la saturación del 
sistema. Los tres DNAs cortos mostraban una fuerte disminución en los valores de YMAX, 
lo que se asoció con la disminución exponencial de la multivalencia, es decir, en las 
interacciones (anfífilo/oligómero) de los oligómeros de cadena sencilla. La YMAX se 
redujo a cero para el nucleótido de cadena sencilla de 23 adeninas (poli-A) a 5 μm de 
concentración anfifílica. Sin embargo, esta reducción en la actividad no impide la 
fabricación de sistemas de sensores más sofisticados para nucleótidos cortos ya que se 
podrían recuperar las alteraciones en la emisión del HPTS mediante el incremento o 
aumento de la concentración de anfífilo (Figura 118). 
 
Figura 118. A) Variación en la emisión de la fluorescencia del HPTS frente al tiempo, después de 
la adición del transportador (poli-A, concentración final 70 nM) a t = 50 s y tritón X-100 
(concentración final de 370 μM) en t = 225 s, demostrando una mayor actividad del 
transportador con concentraciones crecientes de Arg1(OxT10)3 (0.15 - 9 mM), λexc=413 nm y 
λem=511 nm. B) Representación de la curva dosis-respuesta para la activación de poli-A con 
Arg1(OxT10)3 obtenida trazando la actividad máxima (YMAX) en función de la concentración de 
Arg1(OxT10)3, dando una actividad fraccional máxima YMAX de 65.3 ± 3.3%, EC50 de 19.9 ± 0.1 μM 
y coeficiente de Hill (n) de 4.3 ± 0.6. 
                                                          
261 Hennig, A.; Gabriel, G. J.; Tew, G. N.; Matile, S. J. Am. Chem. Soc. 2008, 130, 10338-10344. 
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2.3. Tratamiento estadístico (PCA y HCA) 
Los valores para la EC50 en el rango de nanomolar obtenidos para segmentos 
cortos hibridados (ds-Hyb y ss-H) indicaron el excelente transporte a concentraciones 
bajas de las dobles cadenas cortas trenzadas. Una vez finalizada la adquisición de todos 
los datos de transporte por triplicado se decidió representar gráficamente el patrón de 
12 dimensiones obtenido para cada polímero. En primer lugar, compusimos una 
representación de código de barras asignando un patrón de color/intensidad 
(negro/gris/blanco) a los parámetros de transporte (YMAX, EC50, n). De este código de 
barras fundamentalmente se pudo distinguir las diferencias y similitudes previamente 
discutidas para los polímeros probados. En general se puede observar la presencia de 
dos grupos de nucleótidos diferenciados: el primero formado por los nucleótidos largos 
y heterogéneos y un segundo el de los ácidos nucleicos cortos y definidos, caracterizados 
por valores de la EC50 mucho menores (cuadrados blancos para los valores inferiores de 
YMAX y EC50 de los oligómeros cortos, Figura 119). Los datos también fueron sometidos a 
métodos estadísticos para generar el análisis del componente principal (PCA) y gráficos 
de análisis de clúster jerárquico (HCA).262 HCA convierte las distancias euclidianas entre 
todos los analitos en el espacio multidimensional en dendrogramas de 2D donde los 
analitos están asociados en grupos (clusters) de similitud. De nuevo se puede observar 
que los 9 polímeros están claramente diferenciados en dos grupos principales formados 
por un grupo heterogéneo de polímeros largos (Grupo A) y oligómeros cortos 
homogéneos (Grupo B). Dentro del grupo B, se puede observar que el ADN de doble 
cadena (ds-Hyb) y el ADN en forma de horquilla plegada (ss-H) mostraban un mejor 
agrupamiento (A1) que entre los ADN del grupo heterogéneo, concretamente, el poli-G 
largo monocatenario y el poli-P. La misma tendencia se encontró para los oligómeros 
cortos, como la doble cadena (ds-Hyb) y el DNA en forma de horquilla (ss-H) aparecen 
agrupados juntos en B3 (Figura 115).  
                                                          
262 Stewart, S.; Ivy, M. A.; Anslyn, E. V. Chem. Soc. Rev. 2013, 43, 70-74 




Figura 119. A) Representación del código de barras del patrón en 12D generado a partir de la 
combinación de los 4 anfifilos Arg1(OxT10)3, Arg2(OxT10)3, Arg2(OxT10)4 y Arg2(OxT16)4 con los 
polímeros aniónicos; B) Cluster de los 9 polímeros que muestran la distancia (expresada en 
unidades euclidianas, e.u.) entre los valores promedio de los tres transportadores. 
El análisis de componente principal (PCA) es un método estadístico que 
encuentra los grados más altos de varianza del conjunto de datos sin tomar cualquier 
suposición previa. El gráfico PCA convierte el espacio n-dimensional de la muestra 
analizada en un conjunto de vectores propios de un nuevo espacio con m dimensiones 
donde cada dimensión (componente principal) refleja la diferencia de la varianza entre 
muestras. Por lo tanto, se pueden representar los datos en un gráfico dimensional más 
reducido, generalmente de 3 dimensiones, en el que los datos más cercanos 
representarían una varianza reducida entre muestras similares. El gráfico en 3D de PCA 
obtenido a partir de los datos de la Tabla 3 mostró una buena correlación y proximidad 
para los diferentes nucleótidos analizados (Figura 120). Fue especialmente satisfactorio 
corroborar la discriminación correcta para el conjunto completo de polímeros dentro de 
un único gráfico común en el que se incluían todos los puntos. La gran proximidad de los 
datos para los 5 oligómeros cortos ds-Hyb, ss-H y ss-R resuelven de forma sencilla 
mediante la generación de una nueva gráfica de PCA usando particularmente los datos 
de los 5 oligómeros cortos. Además, el nucleótido mutante ss-RM (derivado al cambiar 
una adenina para una base de timina en ss-R) mostró una discriminación perfecta en 
PCA para estos dos oligómeros muy similares. 




Figura 120. A) Gráfico de componentes principales (PCA) general para el grupo de ácidos 
nucleicos. B) Gráfica de PCA enfocada para validar la discriminación de oligómeros cortos. Todos 
los datos se obtuvieron a partir del análisis por triplicado de las curvas dosis-respuesta que 
variaban la concentración del polímero aniónico a una concentración de anfifilos fijada (5 μM). 
En resumen, con este trabajo se demostró que es posible realizar una detección 
diferencial de polímeros de interés biológico mediante experimentos de transporte en 
vesículas que encapsulan moléculas fluorescentes. La técnica permitió discriminar entre 
diferentes nucleótidos incluyendo oligómeros de cadena sencilla cortos incluso con 





















Se ha demostrado que la síntesis en fase sólida es una herramienta sintética que 
nos permite sintetizar péptidos catiónicos ArgnOxm de una manera simple y rápida, 
incorporando así grupos polares Arginina y centros nucleófilos aminoxídicos para el 
atrapado de las cadenas hidrofóbicas. Para ello se puso a punto un nuevo método de 
derivatización de las lisinas en fase sólida que transcurre con altos rendimientos y que 
permite la incorporación simultánea de al menos cuatro oximas. 
Se prepararon mediante un método sencillo, eficiente y reproducible anfifilos de 
estructura general Argn(OxT)m .Una vez preparados los anfifilos, se estudió la capacidad 
de transporte de biopolímeros aniónicos en vesículas unilamelares con HPTS/DPX 
inernos (LUVs C HPTS/DPX). Los estudios de transporte preliminares confirmaron la 
concentración óptima (5 μM) en los estudios de transporte para los anfifilos catiónicos 
Arg1(OxT10)3, Arg2(OxT10)3, Arg2(OxT10)4, Arg2(OxT16)4. 
Una vez demostrada la capacidad transportadora en vesículas modelo se pudo 
confirmar la diferenciación de diferentes nucleótidos diferenciados entre sí mediante 
un tratamiento estadístico (PCA y HCA).  
Por lo tanto, se ha logrado la diferenciación de diferentes oligómeros de cadena 
sencilla cortos incluso con pequeñas modificaciones estructurales con la modificación 

















1. Materiales y métodos 
Los reactivos para la síntesis se adquirieron de Fluka, GL Biochem y Aldrich, los 
derivados de aminoácidos de Iris Biotech y GL Biochem, el tampón Trizma (99.9%) se 
obtuvo de Aldrich, las sales fueron de Scharlau, Panreac y Fischer. La sal trisódica del 
ácido 8-hidroxipireno-1,3,6-trisulfónico (HPTS) fue de Sigma y el bromuro de p-xileno-
bis-piridinio (DPX) de Invitrogen. Los aldehídos probados (que van desde octanal a 
aldehído oleico) se comercializaron o sintetizaron siguiendo los protocolos informados. 
Eggyolk-L-R- lisofosfatidilcolina (EYPC) proviene de Avanti Polar Lipids. 
Todas las reacciones se realizaron bajo atmósfera de N2. A menos que se indique 
lo contrario, la cromatografía en columna se llevó a cabo en sílica gel 60 (Fluka, 40-63 
µm). La cromatografía analítica de capa fina (TLC) se realizó en sílica gel 60 (Fluka, 0,2 
mm) y sílica gel GF (Analtech, 1000 µm), respectivamente. Los valores de [α]D20 se 
registraron en un polarímetro Jasco P-1030 (reportado para concentraciones c en g/100 
ml de disolvente). Los espectros IR se registraron en un espectrómetro Perkin Elmer 
Spectrum One FT-IR (ATR, Golden Gate, a menos que se indique lo contrario) y se 
informan como números de onda  en cm-1 con intensidades de banda indicadas como 
s (fuerte), m (medio), w (débil), b (amplio). La absorbancia UV se midió utilizando un 
espectrofotómetro BioRad SmartSpec Plus. Los espectros de RMN 1H y 13C se 
registraron (como se indica) en un espectrómetro Bruker de 300 MHz, 400 MHz o 500 
MHz y se informaron como cambios químicos (δ) en ppm en relación con TMS (δ = 0). 
Las multiplicidades de espín se informan como singlete (s), doblete (d), triplete (t), 
cuadruplete (q) y quintuplete (quint) con constantes de acoplamiento (J) en Hz, o 
multiplete (m). Las resonancias 1H y 13C se asignaron con la ayuda de información 
adicional de los espectros de RMN 1D y 2D (H, H-COSY, DEPT 135, HSQC o HMBC). El ESI-
MS para la caracterización de nuevos compuestos se realizó en un instrumento Finnigan 
MAT SSQ 7000 o un ESI API 150EX y se informa como una relación masa/carga m/z 
(intensidad en %, [asignación]). Las masas precisas utilizando ESI (HR ESI-MS) se 
realizaron en un espectrómetro de masas QSAR Pulsar de Sciex. 
 Las vesículas se prepararon con un Mini-Extrusor de Avanti Polar Lipids 




mediciones de fluorescencia se realizaron con un espectrofluorómetro FluoroMax-2 
(Jobin-Yvon Spex) equipado con un agitador y un controlador de temperatura. 
2. Síntesis 
2.1. Protocolo general para la síntesis en fase sólida 
Síntesis en fase sólida: todos los péptidos se sintetizaron mediante la síntesis de 
péptidos en fase sólida Fmoc manual (SPPS) utilizando un soporte sólido amida Rink (104 
mg, carga: 0.48 mg/mmol) hinchada previamente en DMF (grado de síntesis de 
péptidos) durante 30 minutos y luego se filtraron y se lavó con DMF (3 x 4 ml, 3 min). El 
ciclo de acoplamiento consistió en la desprotección del grupo Fmoc con una solución de 
piperidina en DMF (20 %, 2 x 5 ml, 15 min) y lavado con DMF (3 x 3 ml, 1 min) seguido 
de acoplamiento con α-aminoácidos (4 equiv), N-HBTU (3.95 equiv.) y DIEA (disolución 
0.4 M en DMF) durante 30 min. Finalmente, la resina se lavó con DMF (3 x 3 ml, 1 min). 
Cada acoplamiento y desprotección de péptidos se monitorizó empleando el test TNBS. 
Una vez que se terminó el péptido lineal, se realizó el límite del péptido mediante la 
acetilación del grupo N-terminal en condiciones de desprotección Fmoc estándar [20% 
de piperidina en DMF (2 x 5 ml, 15 min)] seguido de un tratamiento con una solución de 
2,6-lutudina/anhídrido acético (1:1, 3 ml). La suspensión de resina se agitó 
mecánicamente durante 40 min y se lavó con DMF (3 x 3 ml, 1 min) y DCM (3 x 3 ml, 5 
min). El grupo protector de Mtt se eliminó selectivamente mediante agitación mecánica 
de la resina en una mezcla de HFIP/TFE/TES/DCM (6.5:2:1:0.5, 2 x 3 ml, 2 h). Después de 
la desprotección de Mtt, la resina se lavó con DCM (3 x 3 ml, 1 min) y DMF (3 x 3 ml, 10 
min). Se añadió a la resina una solución de ácido acético (Boc-aminooxi) (2.5 equiv) por 
lisina libre) y N-HATU (2.5 equiv. por lisina libre) en DMF (1 ml), seguido de la adición 
gota a gota de una solución de DIEA (2.5 equiv. por lisina libre) en DMF (1 ml). La resina 
se agitó mecánicamente durante 45 minutos y finalmente se lavó con DMF (3 x 3 ml, 5 
minutos) y DCM (3 x 3 ml, 5 minutos). Los péptidos se desprotegieron y se desprendieron 
de la resina mediante un procedimiento estándar de rotura con TFA a temperatura 
ambiente (TFA/CH2Cl2/H2O/TIS, 90:5:2.5:2.5, 2 h). Luego, la mezcla se filtró y los 
péptidos se precipitaron en Et2O enfriado con hielo y se filtraron. El precipitado se 
centrifugó y se lavó con Et2O (2 x 10 ml). Los péptidos crudos se disolvieron en 




100-7 C18, H2O (0.1% TFA)/CH3CN (0.1% TFA) con un gradiente binario de disolvente A 
y el disolvente B, las fracciones recogidas se liofilizaron y almacenaron a -20 °C. La pureza 
y la caracterización se confirmaron mediante HPLC analítica, 1H-RMN y espectrometría 
de masas. 
2.1.1. Síntesis de Arg1Ox3 
Siguiendo el protocolo general para la síntesis en fase sólida, se obtuvo Arg1Ox3 
después de la purificación por HPLC con un rendimiento global de 34 %. Rt 20.5 min 
(Figure 122). RP-HPLC [Nucleosil 100-7 C18, H2O (0.1% TFA)/CH3CN (0.1% TFA) 
100:0→80:20 (5→35 min), 0:100 (>35 min)]. [α]D22: -2.9 (c = 0.81 in H2O); 1H NMR (300 
MHz, D2O): 4.59 (s, 6H), 4.36-4.17 (m, 4H), 3.32-3.17 (m, 8H), 2.05 (s, 3H); MS (ESI, 
H2O/CH3CN 3:2): 819 (82, [M+H]+), 410 (100, [M+2H]+2), 274 (12, [M+3H]+3); HR-MS (ESI): 
Calcd for C32H63N14O11: 819.4795; found: 819.4771; FTIR (neat): 3277 (s, b), 2952 (m), 
2922 (s), 2854 (m), 1646 (s), 1552 (s), 1440 (w), 1191 (m), 1189 (m), 1129 (m), 837 (w), 
793 (w), 717 (w). 
2.1.2. Síntesis de Arg2Ox3 
Siguiendo el protocolo general para la síntesis en fase sólida, se obtuvo Arg2Ox3 
después de la purificación por HPLC con un rendimiento global de 30%. Rt 21.9 min 
(Figure 123). RP-HPLC [Nucleosil 100-7 C18, H2O (0.1% TFA)/CH3CN (0.1% TFA) 
100:0→80:20 (5→35 min), 0:100 (>35 min)]. [α]D22: -3.5 (c = 0.6 in H2O); 1H NMR (300 
MHz, D2O): 4.61 (s, 6H), 4.41-4.15 (m, 5H), 3.31-3.15 (m, 10H), 2.03 (s, 3H); MS (ESI, 
H2O/CH3CN 3:2): 1089 (15, [M+TFA]+), 1013 (15, [M+K]+), 975 (100, [M+H]+), 488 (84 
[M+2H]+2), 326 (20, [M+3H]+3); HR-MS (ESI): Calcd for C38H75N18O12: 975.5806; found: 
975.5802; FTIR (neat): 3284 (s, b), 2947 (s), 2860 (m), 1648 (s), 1646 (s), 1540 (s), 1434 
(w), 1185 (m), 1129 (m), 836 (w), 799 (w), 718 (w). 
2.1.3. Síntesis de Arg2Ox4 
Siguiendo el protocolo general para la síntesis en fase sólida, se obtuvo Arg2Ox4 
después de la purificación por HPLC con un rendimiento global del 20%. Rt 15.5 min 
(Figure 124). RP-HPLC [Nucleosil 100-7 C18, H2O (0.1% TFA)/CH3CN (0.1% TFA) 
100:0→65:35 (0→35 min), 0:100 (>35 min)]. [α]D22: -3.0 (c = 0.4 in H2O); 1H NMR (300 




H2O/CH3CN 3:2): 1176 (5, [M+H]+), 589 (74, [M+2H]+2), 392 (100, [M+3H]+3); HR-MS (ESI): 
Calcd for C65H90N13O11: 588.8496; found: 588.8513; FTIR (neat): 3296 (s,b), 2954 (m), 
2922 (s), 2866 (s), 1660 (s) 1658 (s), 1546 (s), 1446 (w), 1191 (m), 1129 (m), 836 (w), 792 
(w), 718 (w). 
3. Procedimientos generales para los experimentos vesiculares 
3.1. Preparación de las vesículas249,263,253,73 
Se preparó una película lipídica delgada evaporando una solución de EYPC (25 
mg) en una mezcla de MeOH y CHCl3 (1:1, 1 ml) en un rotavapor (temperatura ambiente) 
y luego se colocó a vacío durante la noche. La película resultante se hidrató con 1.0 ml 
de tampón (5 mM HPTS, 16.5 mM DPX, 10 mM Tris, 72 mM NaCl, pH 7.4) durante más 
de 30 minutos, se sometió a ciclos de congelación y descongelación (5 veces) y a un 
proceso de extrusión (15 veces) a través de una membrana de policarbonato (tamaño 
de poro 100 nm). Los componentes extravesiculares se eliminaron por filtración en gel 
(Sephadex G-50) con Tris 10 mM, NaCl 107 mM, pH 7.4. Condiciones finales: ~ 5 mM 
EYPC; en el interior: 5 mM HPTS, 16.5 mM DPX, 10 mM Tris, 72 mM NaCl, pH 7.4; en el 
exterior: Tris 10 mM, NaCl 107 mM, pH 7.4. 
3.2. Preparación de los anfifilos de oxima 
Los contraiones reactivos (Arg1Ox3, Arg2Ox3, Arg2Ox4) en DMSO (50 mM, 5 μl) se 
mezclaron con 2 equivalentes de aldehído para cada aminooxiacetato del contraión 
reactivo (por ejemplo, 15 μl de aldehído 100 mM en DMSO para los contraiones 
reactivos con tres residuos de hidroxilaminas reactivas) y se ajustó el volumen total a 
100 μl con DMSO. La mezcla se agitó a 60 ºC durante 1 h, y las O-alquiloximas resultantes 
(con la dilución correspondiente) se usaron para los experimentos de activación de ADN. 
La formación de anfifilos se comprobó mediante HPLC, ver Figura 125 y 126 para 
Arg1(OxT8)3 y Arg2(OxT10)3, y se confirmó en todos los casos mediante ESI-MS: 
Arg1(OxT10)3 MS (ESI, H2O/CH3CN) : 1234 (25, [M+H]+), 618 (20, [M+2H]+2), 157 (20, 
[decanal+H]+), 130 (100); Arg2(OxT10)3 MS (ESI, H2O/CH3CN) : 1391 (10, [M+H]+), 695 
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263 Takeuchi, T.; Matile, S. J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 18048–18049. 
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(80, [M+2H]+2), 464, (10, [M+3H]+3), 157 (100, [decanal+H]+); Arg2(OxT10)4 MS (ESI, 
H2O/CH3CN) : 865 (100, [M+H]+); Arg2(OxT16)4 MS(ESI, H2O/CH3CN) : 1034 (55, [M+H]+), 
309 (100). 
3.3. Detección de los polímeros aniónicos  
Las disoluciones madre de EYPC-LUV (5 µl) se diluyeron con un tampón (Tris 10 
mM, NaCl 107 mM, pH 7.4) y se colocaron en una cubeta de fluorescencia 
termostatizada (25 °C) y se agitaron suavemente (volumen total ~ 2000 µl; 
concentración final del lípido ~ 13 μM). El flujo de HPTS se controló a λ 511 nm con 
excitación (λex 413 nm) en función del tiempo después de la adición del activador de 
oxima [anfifilos (20 μl en DMSO) a 5 µM] a t = 25 s, analito (polímero aniónico, 20 µl de 
disolución madre en tampón, en concentraciones variables) a t = 50 s y Triton acuoso X-
100 (1.2%, 40 μl, 370 µM) a t = 225 s. Las intensidades de fluorescencia se normalizaron 
a la intensidad de emisión fraccional I (t) utilizando la ecuación 3. 
Ecuación 3: I(t) = (It – I0) / (I∞ – I0)  
donde I0 = es la adición de ADN, I∞ = es la saturación después de la lisis. La concentración 
efectiva para los biopolímeros EC50 y el coeficiente de Hill n se determinaron 
representando la actividad fraccional Y = I (t) en la saturación justo antes de la lisis, t = ~ 
200 s) como una función de la concentración de biopolímeros Cpolímero aniónico y 
ajustándolos a la ecuación de Hill 4. 
Ecuación 4: Y = Y0 + (YMAX – Y0) / {1 + (EC50 / cpolímero aniónco)n}  
donde Y0 es Y sin polímero aniónico, YMAX es Y con un exceso de anfifilo en saturación, 
EC50 es la concentración de polímero aniónico requerida para alcanzar el 50% de 
actividad y n es el coeficiente de Hill (por ejemplo, la Figura 128). Los resultados se 
resumen en la Tabla 4. 
3.4. Experimentos de activación del ADN a concentraciones crecientes de 
anfifilos (por ejemplo, poly-A, cadena de 23 nucleótidos de adenina) 
Las soluciones madre de EYPC-LUV (5 µl) se diluyeron con un tampón (Tris 10 
mM, NaCl 107 mM, pH 7.4) y se colocaron en una cubeta de fluorescencia 




concentración final del lípido ~ 13 μM). El flujo de HPTS se controló a λ 511 nm (λex 413 
nm) en función del tiempo después de la adición del activador de oxima [Arg1(OxT10)3, 
20 μl en DMSO a concentraciones variables] a t = 25 s, transportador (poli-A, cadena 
sencillo de 23 nucleótidos de adenina, 20 µl de la disolución madre en tampón, 
concentración final 70 nM) a t = 50 s y tritón acuoso X-100 (1.2%, 40 µl, concentración 
final de 370 µM) a t = 225 s. Las intensidades de fluorescencia se normalizaron a la 
intensidad de emisión fraccional I (t) utilizando las ecuaciones 3 y 4. Los resultados se 
resumen en la Tabla 4. 
donde Y0 es Y sin anfifilo, YMAX es Y con un exceso de activador de oxima en la saturación, 
EC50 es la concentración del activador de oxima requerida para alcanzar el 50% de 
actividad y n es el coeficiente de Hill (por ejemplo, la Figura 128). 
3.5. Preparación de las disoluciones de los biopolímeros aniónicos 
Después de disolver los oligonucleótidos en solución tampón, se recalculó la 
concentración de cada molécula de biopolímero aniónico* midiendo la absorbancia de 
UV a 260 nm y utilizando los coeficientes de extinción molar calculados o informados 
correspondientes(calf-DNA264: (260nm) = 13200 cm–1 M–1, her-DNA265: (260nm) = 12858 
cm–1 M–1, poly-G266: (260nm) = 8850 cm–1 M–1). Los coeficientes de extinción molar de los 
oligonucleótidos de una sola hebra se calcularon utilizando la siguiente fórmula:267 
(260nm) = {(8.8 x #T) + (7.3 x #C) + (11.7 x #G) + (15.4 x #A)} x 0.9 · 103 M−1 cm−1 
donde #A, #T, #C, #G representa el número de cada tipo de bases en la cadena de ADN. 
Se midió la absorbancia y se calcularon las concentraciones a partir de la media 
de tres alícuotas independientes aplicando la ecuación de Lambert-Beer. Para el 
oligonucleótido hibridado (ds-Hyb), la concentración de cada hebra individual se 
determinó de forma independiente y las secuencias complementarias a una 
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concentración molar igual se mezclaron y calentaron a 90 °C durante 10 min y luego se 
enfriaron lentamente a temperatura ambiente durante 1 h. La concentración de poli-P 
se determinó ponderando 500 mg del material sólido 
3.6. Análisis de los datos 
La evaluación estadística de los datos anteriores se realizó mediante el análisis 
de componentes principales (PCA) y el análisis de agrupamiento jerárquico (HCA).239,262 
PCA es un método estadístico no supervisado para reducir un conjunto de datos 
multidimensional a uno dimensional inferior para una interpretación más sencilla, que 
se logra mediante el cálculo ortogonal de vectores propios en la dirección de la varianza 
máxima dentro de ese conjunto de datos. HCA es un método no supervisado para 
clasificar los analitos midiendo las distancias entre puntos (en este estudio, la distancia 
euclidiana) entre todos los sustratos en el espacio multidimensional, proporcionando 
una gráfica en forma de un dendrograma de 2D. El método de Ward se usó para definir 
agrupaciones, que tiene en cuenta la varianza mínima entre los analitos. Todos los 



















Figure 122. Arg1OX3: estructura; RP-HPLC [Nucleosil 100-7 C18, H2O (0.1% TFA)/CH3CN (0.1% 
TFA) 100:0→80:20 (5→35 min), 0:100 (>35 min)]. Rt 20.5 min; ESI-MS, 1H-NMR en D2O. 
  








Figure 123. Arg2Ox3 estructura; RP-HPLC [Nucleosil 100-7 C18, H2O (0.1% TFA)/CH3CN (0.1% TFA) 
100:0→80:20 (5→35 min), 0:100 (>35 min)]. Rt 21.9 min; ESI-MS, 1H-NMR en D2O. 
  








Figure 124. Arg2Ox4 estructura; RP-HPLC [Nucleosil 100-7 C18, H2O (0.1% TFA)/CH3CN (0.1% TFA) 
100:0→65:35 (5→35 min), 0:100 (>35 min)]. Rt 15.5 min; ESI-MS, 1H-NMR en D2O. 
  








Figure 125. Esquema sintético para la formación de anfifilos O-alquiloxima. Arg1(OxT8)3* RP-
HPLC [Nucleosil 100-7 C18, H2O (0.1% TFA)/CH3CN (0.1% TFA), 100:0→5:95 (5→35 min), 0:100 
(>35 min)], Rt = 35.6 min. * La presencia de multiples picos se debe a la presencia de los isómeros 
cis/trans de la oxima. MS (ESI): 1149 (100, [M+H]+), 575 (100, [M+2H]+2), 384 (10, [M+3H]+3).  
  








Figure 126. Esquema sintético para la formación de anfifilos O-alquiloxima Arg2(OxT10)3 RP-
HPLC [Nucleosil 100-7 C18, H2O (0.1% TFA)/CH3CN (0.1% TFA), 75:25→5:95 (0→35 min), 0:100 
(>35 min)], Rt = 22 min.* La presencia de multiples picos se debe a la presencia de los isómeros 
cis/trans de la oxima. MS (ESI): 1390 (15, [M+H]+), 695 (100, [M+2H]+2), 464 (13, [M+3H]+3). 
  






Figure 127.a), b) Detección de polímeros aniónicos. Curvas de dosis-respuesta para polímeros 
aniónicos. (herr-DNA, calf-DNA, Poly-G, Poly-P, ds-Hyb, ss-H) Probado con los cuatro diferentes 
anfifilos de oxima Arg1(OxT10)3 (Gris, ), Arg2(OxT10)3 (Rojo, ), Arg2(OxT10)4 (Azul, ), y 
Arg2(OxT16)4 (Verde, ). Todos los datos se obtuvieron del análisis de Hill de las curvas de dosis-
respuesta para diferentes biopolímeros a concentración variable con los correspondientes 
activadores de oxima a concentración fija (5 µM: Arg1(OxT10)3; Arg2(OxT10)3; Arg2(OxT10)4; 
Arg2(OxT16)4). b) Tenga en cuenta que para una presentación mejorada, los ejes de abscisas y 








Figura 128. A) Cinética representativa normalizada del aumento mediado por el transportador 
en la fluorescencia de HPTS, luego de la adición del transportador (poli-A, concentración final de 
70 nM) a t = 50 s y Triton X-100 (concentración final de 370 µM) a t = 225 s, lo que demuestra el 
aumento de la actividad del transportador con concentraciones crecientes de Arg1(OxT10)3 del 
anfifilo de oxima (0,15-9 M). B) Curva representativa de dosis-respuesta para la activación de 
poli-A con Arg1(OxT10)3 obtenida al trazar la actividad fraccional Y en función de la 
concentración de Arg1(OxT10)3, dando una actividad fraccional máxima YMAX de 65.3 ± 3.3%, 






Figure 129. Experimentos de control que confirman la falta de actividad de transporte y/o 
comportamiento de disrupción de la membrana del ADN de Herring. A) Cinética normalizada del 
aumento mediado por el transportador en la fluorescencia de HPTS, luego de la adición de 
Herring-DNA, en concentraciones variables [1250-0.075 nM) a t = 50 s y Triton X-100 
(concentración final de 370 µM) a t = 225 s, demostrando no aumentar la actividad del 
transportador o el comportamiento de efecto detergente. B) Gráfico representativo de dosis-
respuesta para el ADN de arenque puro obtenido al trazar la actividad fraccional Y en función 





































4.1. Tabla experimental del transporte en vesículas 
Tabla 4. Tabla que muestra el promedio, la desviación estándar y el error estándar de la media 
de EC50 (nM), YMAX (%) yn para las mediciones de transporte por triplicado de los diferentes 
polímeros (herr-DNA, calf-DNA, poly-G, poly-P, ss-C, ss-R, ds-Hyb, ss-H, ss-RM).a 
 
a) Todos los datos se obtuvieron del análisis de la ecuación de Hill de las curvas de dosis-respuesta 
por triplicado (1,2,3) para diferentes biopolímeros (herr-DNA, calf-DNA, poly-G, poly-P, ss-R, ss-
C, ss-RM, ds-Hyb, ss-H) a concentraciones variables con los correspondientes activadores de O-
alquiloxiamina a una concentración fija (5 µM: (OxT10)3Arg1; (OxT10)3Arg2; (OxT10)4Arg2; 
(OxT16)4)Arg2). b) Concentración efectiva de biopolímeros necesaria para alcanzar YMAX/2. c) 











Capítulo 3: Polímeros in situ 
funcionalizados para la internalización 
















1. Vida y compartimentalización 
La célula eucariota es un sistema extremadamente complejo que está 
constituido por una gran variedad de orgánulos citoplasmáticos, que adquieren soporte 
en el citoesqueleto. Cabe resaltar dentro de esta compleja estructura, el núcleo, en el 
cual se encuentra el material genético y la membrana plasmática, que envuelve este 
conglomerado celular.268  La membrana plasmática está compuesta principalmente por 
fosfolípidos y asociados a estos lípidos hay distintos tipos de proteínas tal como se 
aprecia en la figura 126. 
 
Figura 130. Representación de la bicapa lipídica celular y sus distintos constituyentes. 
El funcionamiento de las células se basa en el control preciso del transporte de 
distintas sustancias (nutrientes, iones u otras moléculas) a través de su membrana. La 
difusión a través de esta estructura sólo permite el paso de moléculas no 
polares/lipofílicas y en menor medida de moléculas de agua. Sin embargo, el paso de 
distintas moléculas polares/hidrofílicas como los nucleótidos, los iones, los azúcares y 
los aminoácidos está mucho más restringido. No obstante, el transporte de algunos de 
estos compuestos resulta imprescindible para el funcionamiento normal de la célula por 
lo que las membranas celulares poseen diferentes tipos de proteínas que facilitan el 
paso selectivo de este tipo de sustancias.269 
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Este estricto control influye también en el ámbito terapéutico y afecta, tanto a 
los fármacos como a otro tipo moléculas. Esto es debido a que muchos de los sitios de 
acción o dianas terapéuticas se encuentran en el interior celular, por lo que las 
moléculas o fármacos deben atravesar la membrana plasmática para ejercer su efecto. 
Por este motivo se han desarrollado innovadoras formas de transporte intracelular, que 
pueden ejercer su función transportadora sin causar daño sobre la membrana.270 
2. Membrana biológica y funciones 
La función principal de la membrana plasmática de las células eucariotas es el 
control con permeabilidad selectiva que separa a la célula del medio externo. La 
combinación de transporte activo y transporte pasivo hacen de la membrana celular una 
barrera selectiva que permite a la célula diferenciarse del medio. Además, permite 
separar los distintos orgánulos y así proteger las reacciones químicas que ocurren en 
cada uno. Las membranas biológicas crean una barrera selectiva y permeable en donde 
solo entran o salen las sustancias estrictamente necesarias. De esta forma es posible 
acumular sustratos o productos en lugares específicos de la célula que le puedan servir 
para su metabolismo. Por otro lado, la membrana percibe y reacciona ante estímulos 
provocados por agentes químicos externos y mide las interacciones que ocurren en las 
células. En la membrana existen receptores químicos que se combinan con moléculas 
específicas lo que permite a la membrana recibir señales y responder de manera 
específica, por ejemplo, inhibiendo o estimulando actividades internas como el inicio de 
la división celular, la elaboración de más glucógeno, el movimiento celular, la liberación 
de calcio de las reservas internas, etc.271 
La naturaleza hidrofóbica de las membranas celulares impide el transporte 
intracelular de moléculas exógenas con actividad biológica. Durante estos últimos años 
se ha desarrollado diversas estrategias para internalizar agentes terapéuticos 
incluyendo la microinyección, la electroporación, los liposomas o los vectores virales.272 
Sin embargo, la mayor parte de estos métodos presentan inconvenientes comunes 
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como la baja eficiencia, su alta toxicidad, una mala biodisponibilidad y la poca 
especificidad. Una estrategia alternativa para atravesar las bicapas de las membranas 
celulares emergió de los trabajos de Hancock con polilisinas.273 Así, en 1965 observó que 
las histonas y las poliaminas catiónicas estimulan la absorción de albúmina en las células 
tumorales. Posteriormente, se descubrió la capacidad de penetrar en las células con 
pequeños péptidos (CPP) derivados del virus del VIH.274 Estos agentes tenían 
propiedades como portadores de macromoléculas y potenciadores de la entrada celular 
por diferentes mecanismos.275 Este descubrimiento abrió nuevas oportunidades para la 
internalización de moléculas biológicamente activas en diversos tejidos, células y 
compartimentos subcelulares.276 
3. Transportadores sintéticos de membrana: los CPPs 
Las funciones de los péptidos penetrantes de células (CPPs) y las propiedades 
que determinan sus propiedades transportadoras fueron descritas por primera vez en 
1988 en paralelo por Frankel-Pabo277 y Green-Loewenstein.278 En estos trabajos 
pioneros descubrieron que el transactivador de la proteína de transcripción (TAT) del 
virus del sida era capaz de cruzar las membranas celulares e internalizarse 
eficientemente en las células. Posteriormente, en 1997, Vives y colaboradores utilizaron 
un enfoque similar con versiones truncadas de las TAT e identificaron la secuencia 
mínima que permitía la entrada en la célula.279 Unos años más tarde, se descubrían la 
penetratina (pAntp), un péptido de 16 aminoácidos derivado del homeodominio de la 
Antennapedia drosofila.280 A partir de los estudios realizados con más de 100 secuencias 
peptídicas, cuyas longitudes variaban desde 5 a 40 aminoácidos, se demostró que los 
CPPs son capaces de llevar a cabo la internalización de una variedad de moléculas 
biológicamente activas, en células de mamíferos, plantas y bacterias.281 Estos 
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descubrimientos fueron seguidos por la revelación de que otras secuencias cortas de 
estas proteínas también poseían propiedades de transporte a través de la membrana. 
Por tanto, estos estudios pusieron de manifiesto el descubrimiento de un nuevo tipo de 
moléculas capaces de promover el transporte de una variedad de cargos, que se 
denominaron péptidos de penetración celular (CPPs).282 En los últimos años, una gran 
cantidad de estudios interdisciplinares describieron numerosas variaciones de CPPs 
altamente eficientes en la internalización de varios cargos, tales como los ácidos 
nucleicos, los polímeros, las nanopartículas y las drogas de bajo peso molecular. Las 
principales características de estos CPPs eran su baja citotoxicidad en células, su 
capacidad para ser absorbidos por una variedad de tipos de células, su elevada eficiencia 
que era dependiente de la dosis y que no tenía restricciones con respecto al tamaño o 
tipo de carga. 
3.1. Estructura y propiedades de los CPPs 
Estructuralmente los CPPs se pueden clasificar atendiendo a su actividad y su 
composición química en péptidos ricos en argininas (Arg), los péptidos anfifílicos y los 
péptidos hidrofóbicos.283 Los péptidos penetrantes más ampliamente estudiados son 
aquellos que poseen secuencias de aminoácidos cargados positivamente a pH fisiológico 
(principalmente arginina y lisina). Se conoce que estos péptidos interaccionan 
electrostáticamente con las membranas de células que poseen una carga negativa neta 
debido a la presencia de proteoglicanos y glicosaminoglicanos. El grupo guanidinio de la 
arginina puede establecer interacciones electrostáticas y formar enlaces de hidrógeno 
con los fosfatos y los sulfatos cargados negativamente, presentes en la cara externa de 
la célula lo que posteriormente conduce a la internalización. Aunque la lisina tiene la 
misma carga positiva neta que la arginina, es menos efectivo para penetrar la membrana 
plasmática cuando actúa sola. El pka del grupo guanidinio es mucho mayor (~12) que el 
amonio de la Lys (~10) por lo que a pH fisiológico la desprotonación de este grupo es 
más sensible a su entorno. El número y el orden de los aminoácidos en la secuencia 
peptídica, principalmente las argininas, es crítico para determinar las propiedades de 
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transducción de los CPPs.284 Los ejemplos de esta clase de péptidos anfipáticos incluyen 
la penetratina285, TATp286 y las poliargininas287. La segunda clase de CPPs abarca los 
péptidos que tienen un alto grado de anfipaticidad. Cabe destacar que en este tipo de 
péptidos contienen en su estructura una región hidrófila/polar y una zona no 
polar/lipófila.288 Un aspecto destacable de este tipo de CPPs es su capacidad para 
internalizar sus cargos hasta el núcleo celular. En la tercera clase, los residuos cargados 
e hidrofóbicos están separados longitudinalmente en la cadena para generar grandes 
superficies hidrofóbicas que pueden interaccionar con la bicapa lipófila de las 
membranas.289 
Inicialmente, los CPPs se componían solo de aminoácidos naturales pero 
posteriormente algunos grupos de investigaciones han empezado a incluir aminoácidos 
no naturales y a realizar modificaciones con el objetivo de mejorar los CPPs existentes o 
para crear nuevos péptidos con propiedades mejoradas.290 Se ha dedicado grandes 
esfuerzos al desarrollo de nuevos CPPs con el objetivo de mejorar su capacidad de 
penetración celular y reducir su citotoxicidad.291 Una de las estrategias utilizadas en el 
diseño de estos CPP más eficaces es la utilización de aminoácidos no naturales. En 
general, los péptidos que contienen aminoácidos no naturales poseen algunas 
restricciones en su estructura secundaria y una mayor resistencia a la degradación 
enzimática. Por ello, la introducción de aminoácidos no naturales, en la estructura 
peptídica a menudo resulta efectivo para mejorar la penetración celular. La eficiencia en 
la internalización del cargo también puede mejorarse modificando la estructura de los 
péptidos. Por ejemplo, mediante la incorporación de dendrímeros,292,293 generando 
péptidos cíclicos294 o mediante el ``stapling´´ o grapado del péptido en el que dos 
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cadenas laterales de un péptido se hacen reaccionar para formar un ciclo que establece 
una determinada estructura, generalmente una hélice.295,296  
3.2. Retos futuros para los péptidos penetrantes 
El uso de los CPPs como un sistema de entrega celular deben tener en cuenta 
que la distribución de los cargos debe ser altamente específica. Esto se ha convertido en 
un problema importante en el diseño de los CPPs porque estos tienden a internalizarse 
en células de forma no selectiva. Recientemente se han identificado secuencias 
peptídicas específicas para células de cáncer de mama.297 En este caso se une a un CPP 
un péptido cíclico que se acumula en los tejidos tumorales de mama, incrementando así 
la eficacia antitumoral. Con estos prometedores resultados, es posible en un futuro 
próximo los CPPs puedan surgir como vectores de transporte específicos para una gran 
variedad de moléculas bioactivas. Un reto dentro de esta área es predecir la efectividad 
de los CPPs. Actualmente, esta tarea está incompleta como consecuencia de que el 
mecanismo exacto de la entrada celular todavía no se ha esclarecido. Se asume que la 
endocitosis es el principal mecanismo de entrada, especialmente si los péptidos están 
acoplados a su cargo, aunque la penetración directa también tiene una gran 
importancia.298 La resolución de estas discrepancias es una tarea difícil ya que no hay un 
sistema perfectamente establecido que permita determinar el modo de acción. Las 
diferencias en el enfoque experimental y la configuración del experimento puede 
conducir a resultados contradictorios. Más antiguamente, numerosos autores se han ido 
inclinando hacia la endocitosis como mecanismo de entrada.299,300  Otro factor a 
considerar a la hora de evaluar las propiedades de los CPPs es el entorno natural en el 
que desempeñan su acción biológica. Aunque la estructura y secuencia general del CPP 
es importante, el entorno químico de una membrana específica también tiene que 
tenerse en cuenta. De todas formas, se ha demostrado que algunos CPPs además de 
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entrar en las células de mamíferos también pueden internalizarse en las células de 
levadura,301,302 las bacterias303,304 e incluso en las células de las plantas.305 Esto podría 
indicar que la secuencia peptídica tiene más influencia en la entrada celular que la propia 
composición de la membrana celular, lo que podría implicar una mayor dificultad para 
aumentar su selectividad. 
Una parte importante (>80 %) de los CPPs generalmente poseen una carga neta 
positiva, y como se comentó anteriormente los residuos de arginina contribuyen a una 
mejor internalización celular que los residuos de lisina. Otro importante descriptor es la 
hidrofobicidad del CPP,306,307 se ha observado que si las interacciones hidrofóbicas308 
entre el CPP y la membrana celular son demasiado altas, se inhibe la internalización 
celular.309,310 Es por ello que una optimización de la hidrofobicidad puede conducir a una 
gran mejora de la internalización celular de los CPPs. El tercer factor importante en la 
predicción de las propiedades de los CPPs es la longitud del péptido.311 Por lo general, 
los CPPs contienen no más de 25 aminoácidos. Sin embargo, las oligoargininas e incluso 
algunos pentapéptidos poseen las propiedades para atravesar las membranas celulares.  
Cuando estos factores se tienen en cuenta, junto con las propiedades físicas como la 
solubilidad y la agregación, la predicción de propiedades penetrantes se vuelve bastante 
complicada. Otro problema adicional es el desconocimiento de los componentes que 
son responsables de la translocación en la membrana, ya que se cree que algunos 
fragmentos de una determinada secuencia solo sirven para aportar carga. A pesar de 
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todas estas complicaciones, predecir la efectividad de los CPPs empieza a ser posible.312 
Los métodos de predicción empleados se dividen en dos clases: el llamado método de 
suposición educada, que consiste en prueba y error, y el enfoque completamente 
predictivo, que se basa en una elección de descriptores característicos de estos 
péptidos.284 El método de prueba y error es el que ha dado lugar al desarrollo de más de 
la mitad de las secuencias de CPPs que se han estudiado.313  
4. Mecanismos de internalización celular de los CPP 
Inicialmente se pensó que los CPPs ingresaban en el interior celular a través de 
mecanismos independientes de energía y principalmente mediante translocación 
directa. Más tarde, se descubrió que estos estudios estaban limitados por artefactos de 
fijación celular y que diversos mecanismos de internalización podían estar involucrados 
al mismo tiempo.314 Un ejemplo de penetración directa es la del péptido TAT, en el cual 
se basaron los primeros estudios de internalización celular. El TAT interacciona 
electrostáticamente con la membrana celular produciéndole una deformación que 
permite su entrada al interior celular. El proceso de internalización de un péptido 
penetrante consiste en varias etapas: (a) complejación entre el cargo y el péptido, (b) la 
interacción con la membrana plasmática celular, (c) captación endosomal (d) el escape 
del endosoma y finalmente la localización citoplásmica o nuclear (Figura 131). 
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Figura 131. Transporte intracelular mediante endocitosis que consiste en 7 etapas: 1) 
Complejación entre el vector y el cargo, en este caso el DNA. 2) Internalización celular 
por endocitosis. 3) Escape endosomal del citoplasma. 4) Degradación de los lisosomas. 
5) Desamblaje del ácido nucleico del vehículo. 6) Absorción nuclear. 7) Transcripción y 
traducción de la proteína codificada. 
a) complejación entre la carga y el péptido: Para que un CPP pueda actuar como un 
transportador de otras moléculas es necesaria que exista una interacción que permita 
la formación de un complejo CPP-cargo. Sin embargo, estos enlaces pueden ser de 
diversa naturaleza y ello dotará de diferentes características al complejo que estarán 
determinados por la naturaleza del CPP y su cargo.315  La conexión entre el péptido y 
cargo puede ser mediante la formación de un enlace covalente o mediante interacciones 
débiles no covalentes. Los enlaces covalentes más ampliamente utilizados suelen 
basarse en la formación de enlaces amida con CPPs activados en el extremo carboxi 
terminal, así como también reacciones de los tioles de las cisteínas con derivados de 
bromo o alquenos.316 Generalmente, Los complejos no covalentes se forman mediante 
las interacciones electrostáticas y/o hidrofóbicas entre moléculas negativamente 
cargadas, tales como ácidos nucleicos (siRNA, pDNA, etc.), y los CPPs catiónicos. En estos 
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casos resulta fundamental el control de las condiciones (concentración, relación de 
cargas, pH y fuerza iónica) en las cuales se realiza la mezcla de los dos compuestos: 
Péptido (oligocatión) y cargo negativo (oligo o polianión). Por ello la incubación del 
péptido y del ácido nucleico debe realizarse en condiciones controladas de 
concentración, temperatura, pH, fuerza iónica, etc. Estas interacciones dan lugar a la 
formación de partículas de tamaño nanométrico que son las que finalmente 
interaccionan con las membranas celulares. La estructura molecular de estas partículas 
resulta difícil de determinar ya que suelen agregarse y formar estructuras complejas. 
Los métodos utilizados para la caracterización de estas nanopartículas incluyen la 
electroforesis en gel, la dispersión dinámica de la luz (DLS), el potencial zeta y la 
microscopía de transmisión electrónica. Sin embargo, una limitación de las mediciones 
de DLS y el potencial zeta, como con el uso de la espectroscopía de RMN, es el medio 
utilizado durante la medición, que no se corresponde con el medio del cultivo celular. 
Por ejemplo, las nanopartículas tienden a cambiar su estado de agregación en presencia 
de suero, por lo que las distribuciones de los tamaños y los valores del índice de 
polidispersidad obtenidos por DLS deben ser estimadas en diferentes condiciones. 
b) interacción con la membrana plasmática celular: En general, como la mayoría de los 
CPPs tienen una carga positiva, los primeros interaccionan en la superficie de la célula y 
los carbohidratos negativamente cargados [principalmente glicosaminoglicanos (GAG)] 
además de con los lípidos cargados negativamente. Los CPPs pueden unirse 
electrostáticamente con los polianiones negativos celulares en la superficie celular, 
como las proteínas con carga negativa, fosfolípidos de inositol, GAG unidos a un 
nitrógeno (por ejemplo, ácido siálico), y GAG unidos a un SH (por ejemplo, heparán 
sulfato, SH). Una vez anclado en la superficie celular el péptido penetrante o el complejo 
péptido/cargo puede ser internalizado mediante diferentes métodos de transporte. 
c) captación endosomal: Los mecanismos de transporte se clasifican en transporte 
pasivo y transporte activo. El transporte pasivo o independiente de energía hace 
referencia al movimiento de sustancias o moléculas aprovechando un gradiente de 
concentración o carga. Las cuatro clases principales del transporte pasivo son filtración, 
ósmosis, difusión simple y difusión facilitada (mediada por proteínas de membrana). El 




de concentración o electroquímico motivo por el cual necesita la energía de las células. 
Una de las más importantes es la bomba de Na+/K+ la cual utiliza la energía celular en 
forma de ATP (Adenosín trifosfato). Especial mención requiere la endocitosis, otro de 
los mecanismos responsables de la internalización celular. La endocitosis incluye la 
fagocitosis y la pinocitosis, y es un proceso que utilizan las células para la internalización 
de solutos y fluidos del medio extracelular, es decir, es el proceso de la ingestión celular 
con la cual la membrana plasmática se pliega hacia el interior para aportar diferentes 
sustancias a la célula. La fagocitosis se lleva a cabo en células especializadas (como por 
ejemplo macrófagos y neutrófilos) utilizada para la internalización de grandes partículas. 
Sin embargo, la pinocitosis tiene lugar en todo tipo de células para la absorción de 
material extracelular, líquido con posibles moléculas disueltas. La pinocitosis puede 
clasificarse en varios tipos de vías: 1) macropinocitosis (tipo de pinocitosis que se 
caracteriza por la formación de extensiones de la membrana plasmática), 2) endocitosis 
mediada por clatrina o 3) endocitosis mediada por caveolina.317 Hay alguna evidencia de 
que las distintas clases de péptidos penetrantes tienen diferentes comportamientos, 
especialmente en lo que respecta a la entrada endocítica.318 El mecanismo de la 
internalización celular se ve afectado por las propiedades de los CPPs, la carga adjunta, 
la concentración y el tipo de célula.  
A pesar de muchas similitudes entre los CPPs, el mecanismo de su internalización 
se ha comprobado que varía de forma importante. El uso de diferentes condiciones 
experimentales también puede afectar la captación celular y la translocación a través de 
la membrana que influye en el mecanismo de entrada del CPP. Estos parámetros que 
pueden afectar al mecanismo y por consiguiente a la liberación del cargo son el uso de 
diferentes concentraciones, tipos de células, tiempo de incubación y diversos 
parámetros fisicoquímicos que afectan a los CPPs, incluida la hidrofobicidad y la carga 
neta.319 Existen pruebas de que diferentes péptidos penetrantes320,321 pueden ser 
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internalizados a través de múltiples vías, incluida la penetración directa de la membrana 
plasmática y la captación endocítica.322,323 En general, la translocación directa es más 
probable a altas concentraciones de péptido (> 10 μM) como se observó en los CPPs 
anfipáticos primarios.324 En este caso cuando se aumenta la concentración del CPP, el 
mecanismo de internalización sigue un modelo ``tipo alfombra´´ en el que las 
interacciones entre los CPP catiónicos y los residuos extracelulares cargados producen 
el adelgazamiento de la membrana y finalmente la posible formación de poros y la 
translocación directa del cargo. Sin embargo, se sabe que la endocitosis es el mecanismo 
de entrada más común para los CPPs a bajas concentraciones.325 
d) escape del endosoma y localización citoplasmática o nuclear:  Aunque la interacción 
de los CPPs con membranas celulares a menudo determina su eficiencia de captación,326 
estos péptidos deben transportar de manera eficiente macromoléculas cargadas en el 
citoplasma o en el núcleo de la célula. Además, la endocitosis también es el mecanismo 
de transporte más general cuando se combina con moléculas más grandes (por ejemplo, 
proteínas, oligonucleótidos (ON), ARN interferente pequeño (siRNA), micro ARN 
(miRNA), ADN de plásmido (pDNA), etc.).327 Por ello, los complejos supramoleculares 
formados por los CPPs y ácidos nucleicos deben finalmente escapar de las vesículas 
endosomales para inducir un efecto biológico. Existen numerosas teorías para explicar 
cómo los complejos escapan de los endosomas. Una línea de pensamiento atribuye el 
escape endocítico a los efectos de la hidrofobicidad y las interacciones electrostáticas 
que tienen lugar entre la membrana endosomal y las nanopartículas como responsables 
del escape de los endosomas.328 Otra, la teoría de esponja de protones, propone para 
los péptidos ricos en lisinas que los endosomas explotan debido a la presión osmótica 
causada por la acidificación de los mismos y la consecuente protonación de los residuos 
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de lisina.329,330 Este proceso puede ser modelado usando simulación de dinámica 
molecular considerando aspectos estructurales del complejo y vinculando las energías 
de interacción entre los complejos y las membranas endosomales.331 Después de 
escapar de los endosomas, la carga del complejo formado necesita disociarse para que 
el vehículo/cargo sea capaz de promover su efecto biológico previsto. Para esto, los 
complejos deben diseñarse de manera que exhiban afinidad de unión óptima al alcanzar 
el citosol, después de lo cual se libere el fármaco; para ello se realizan modificaciones 
adicionales en la estructura de los CPPs existentes y/o el diseño de nuevos CPPs.332 
5. Aplicaciones 
La capacidad de introducir fármacos y otras biomoléculas activas333 en las células 
ha llevado a investigar el uso potencial de los CPPs como agentes terapéuticos.334,335 Una 
gran cantidad de los estudios preclínicos han puesto de manifiesto las aplicaciones 
exitosas de los complejos de CPPs adjuntos a cargos terapéuticos en cáncer, distrofia 
muscular, cardiología, enfermedades antiprionarias, y tanto infecciones virales como 
bacterianas (Figura 132).336  
 
Figura 132. Aplicaciones terapeúticas de los complejos formados por CPPs. 
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Los péptidos penetrantes celulares pueden atravesar eficientemente la 
membrana plasmática de ambas células y tejidos y son utilizados con éxito como 
vectores de entrega para agentes terapéuticos.337 Debido a su carga positiva, los CPPs 
pueden condensar ácidos nucleicos o pueden ser covalentemente conjugados a 
biomoléculas activas (ácidos nucleicos, péptidos, proteínas, fármacos 
quimioterapéuticos, etc.). Hay varias maneras de aumentar la absorción y estabilidad de 
complejos de cargo/CPP in vivo, por ejemplo, modificaciones químicas de la estructura 
de CPP conocidos o diseño racional de nuevos CPP. Entre las modificaciones más 
conocidas cabe destacar los polímeros y sus derivados, donde los más utilizados son los 
poliéster, polianhídridos polifosfazenos, poliuretano y los polímeros basados en 
aminoácidos.  Antes de su uso, los CPP debe someterse tanto a estudios farmacológicos 
y toxicológicos in vivo. En resumen, los CPP tienen el potencial de convertirse en una 
herramienta universal para transportar moléculas terapéuticas a través de membranas 
celulares.298 
Algunos de estos portadores son de tamaño nanométrico y pueden estar 
recubierto con polietilenglicol para formar 'Nanocarriers'338 que permanecen en la 
circulación sanguínea el tiempo suficiente para acumular pasivamente en diversos sitios 
patológicos, como tumores e infartos. Este fenómeno se define como el efecto 
mejorado de permeabilidad y retención (EPR).339 El transporte de estos complejos se 
basa principalmente en su acumulación pasiva en regiones patológicas, ya que no 
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6. Polímeros basados en péptidos penetrantes como transportadores de 
diferentes cargos: nucleótidos (siRNA, plásmido), proteínas y drogas 
6.1. Polímeros como alternativa sintética a los CPPs 
Los polímeros han emergido en estos últimos años como uno de los esqueletos 
moleculares más prometedores para el desarrollo de vehículos moleculares con 
presentación multivalente de información biológica.340,341 Las nuevas técnicas de 
síntesis permiten preparar polímeros que contengan los motivos químicos necesarios 
para la conjugación covalentes y/o supramolecular con diferentes cargos.329  Debido a 
la naturaleza repetitiva de los péptidos penetrantes, la comunidad científica ha 
estudiado otros vectores sintéticos poliméricos que podrían ir más allá de los péptidos 
naturales.342 De esta forma, se han estudiado y confirmado las prometedoras 
propiedades para la administración de ácidos nucleicos y materiales diversos. Los 
polímeros han surgido como uno de los nanomateriales más prometedores para la 
administración de fármacos macromoleculares.343   
Un pionero en los estudios de nuevos sistemas poliméricos penetrantes en 
células es el grupo del profesor Greg. Tew.344 Para demostrar la importancia de la 
hidrofobicidad en la activación de polímeros penetrantes el grupo del Prof. Tew diseñó 
y sintetizó ``activadores´´ basados en polímeros de apertura de norbornenos de cadenas 
de n-alquilo (Figura 129), para promover el transporte de oligo- y poliargininas a través 
de las membranas biológicas.345 Una vez confirmado el comportamiento penetrante, 
estudió si la presencia de residuos hidrofóbicos unidos covalentemente, aumentaban su 
actividad de translocación. Para evaluar esta hipótesis, en estos norbornenos los grupos 
hidrofóbicos se introdujeron a través de una cadena lateral y exhibieron una actividad 
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significativamente mejorada para en transporte en membranas modelo sin la necesidad 
de ningún "activador de contraión" (Figura 133).346 
 
Figura 133. Diseño de norbornenos para el transporte de carboxifluoresceína en membranas 
modelo (liposomas) mostrando las curvas de dosis-respuesta de dicho transporte. 
Otro ejemplo de polímeros sintéticos para la internalización de nucleótidos fue 
el desarrollo de poliplejos más estables mediante la incorporación de poli(etilenglicol) 
(PEG) en policationes hidrofóbicos.347 La inclusión de estos residuos reduce la toxicidad 
y mejora la estabilidad de los poliplejos, mejorando la eficiencia de la transfección y el 
tiempo de circulación de los poliplejos in vivo. Los vectores no virales poliméricos 
catiónicos, surgieron como una clase prometedora de vehículos de transporte de genes 
debido a su seguridad, baja inmunogenicidad y bajo coste de producción. Entre los 
muchos polímeros desarrollados hasta el momento cabe destacar, la polietilenamina, la 
polilisina, la poli((2-dimetilamino)metacrilato de etilo), y la poli(2-
aminoetilmetacrilamida) que condensan la molécula de ADN formando nanopartículas, 
denominadas poliplejos (Figura 134).348  Sin embargo y a pesar del gran interés, y de las 
numerosas metodologías desarrolladas hasta el momento, todavía existen serias 
limitaciones para su uso, ya que en presencia de iones acuosos y otras especies cargadas, 
los poliplejos tienden a agregarse consigo mismo u otras moléculas, como las proteínas 
que contiene el suero, lo que limita el potencial de aplicación de los poliplejos cuando 
se aplica in vivo. Además, la aplicación in vivo requiere de la incorporación de enlaces 
biodegradables que faciliten la eliminación de los materiales utilizados en aplicaciones 
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biomédicas.  Numerosos estudios de lípidos y polímeros no degradables implicaban a 
aminas terciaria y cadenas de alquilo como grupos funcionales clave para un efectivo 
transporte del siRNA.349   
 
Figura 134. Representación de los vectores poliméricos catiónicos. a) polietilenamina, b) 
polilisina, c) poli((2-dimetilamino) metacrilato de etilo), c) poli(2-aminoetilmetacrilamida). 
6.2. Polímeros penetrantes en terapia génica 
Los polímeros son una clase importante de materiales para el transporte de 
medicamentos y ácidos nucleicos debido a la versatilidad en la construcción de 
diferentes nanoestructuras incluyendo micelas, poliplejos y dendrímeros.350 La 
internalización de ácidos nucleicos se ha investigado intensamente con el uso de 
policationes. Estos vectores no virales catiónicos basado en polímeros, presentan 
numerosas ventajas en comparación con vectores virales, como por ejemplo, 
empaquetar reversiblemente más de una molécula de siRNA y proteger a estas 
moléculas contra las interacciones biológicas no deseadas. Como tales, los policationes 
se han utilizado para la transfección del ADN plasmídico, del micro RNA (miRNA), del 
siRNA y del ARN mensajero (ARNm), lo que confirma su potencial como agentes 
terapeúticos.351 En esta línea, el transporte al interior celular (transfección) de ARN 
interferente (siRNA) es una nueva estrategia terapeútica en la utilización de polímeros. 
El ARN de interferencia pequeño (siARN) derivado del Inglés (small interference RNA) o 
ARN de silenciamiento es una clase de ARN bacteriano que es altamente específico para 
una secuencia de oligonucleótidos de su ARN mensajero diana que interfiere. Por tanto, 
reprime la expresión de dicho gen. Los siRNA suprimen la expresión de los genes diana 
mediente el corte del ARN mensajero complementario.352 Sin embargo, aún existen 
problemas de bioseguridad asociados con los vectores virales empleados para la 
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internalización en el interior de la célula y las limitaciones intrínsecas del ARN 
interferente, por ejemplo, la digestión por las nucleasas, que obstaculizan fuertemente 
el desarrollo de unas terapias adecuadas. Por todo ello, es crucial la innovación en el 
desarrollo de sistemas de transporte e internalización eficientes de polinucleótidos 
funcionales. Los polímeros catiónicos, como polietilenimina y polilisina, son 
ampliamente utilizados como portadores de siRNA.353, 354 Sin embargo, la aplicación de 
estos compuestos sintéticos, están limitado para modelos de enfermedades in vivo 
debido a su citotoxicidad. Para un transporte exitoso del siARN, deben superarse 
múltiples barreras en diferentes etapas, incluyendo la complejación del siRNA, la 
biocompatibilidad, la estabilidad del suero y penetración del tejido para la 
administración sistémica y la internalización celular efectiva, el escape endosomal y la 
disociación de siRNA en el citoplasma a nivel celular. Debido a la estructura corta y rígida 
del siRNA, la arquitectura ramificada y la flexibilidad de la cadena polimérica son 
factores importantes a tener en cuenta para formación de complejos estables.355 En 
segundo lugar, la anfifilidad del polímero puede ayudar a la internalización celular y al 
escape endosomal. Los polímeros que presentan múltiples amonios también pueden 
escapar del endosoma mediante el mecanismos de "esponja de protones". Por último, 
para aprovechar el ambiente reductor en el citoplasma, se han utilizado polímeros que 
contienen enlaces disulfuro para favorecer un desembalaje eficiente del siRNA. El grupo 
de Siegwwart,349 han sintetizado polímeros catiónicos formados por poliésteres que se 
sintetizaron directamente a partir de la amina terciaria derivada de la valerolactona y 
monómeros de valerolactona alquilada (Figura 135). 
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Figura 135. Representación de los polímeros catiónicos derivados de la valerolactona 
conteniendo aminotioles (N1-N7) y alquiltioles (C4-C14). 
Los grandes progresos alcanzados en estos últimos años, en la síntesis de 
polímeros permite visualizar que, en un futuro no muy lejano, será posible preparar 
materiales multifuncionales capaces de imitar las propiedades llevadas a cabo por los 
vectores virales en la transfección génica. Además, el estudio de los vehículos 
poliméricos, a menudo se ven comprometido por la falta de estrategias que permitan 
su evaluación manteniendo constante el peso molecular o la longitud del polímero.356 
Además, tampoco existen procedimientos que permiten la evaluación in situ del 
polinucleótido generado, siendo en muchos casos necesarios realizar procesos de 
modificación/conjugación que requieran las etapas de extracción y purificación que 
retrasan la obtención del polímero para la combinación con el ácido nucleico en medio 
fisiológico. Por lo tanto, los pasos de purificación/aislamiento deben implementarse, 
incluso para candidatos inactivos, aumentando el tiempo requerido y el costo del 
proceso. Desafortunadamente, a medida que aumenta la sofisticación en el diseño del 
polímero, el esfuerzo sintético requerido para su preparación se incrementa casi de 
forma exponencial. 
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6.3. Enlaces dinámicos en materiales para transfección 
Ejemplos pioneros para la transfección de ácidos nucleicos empleando puentes 
de hidrazona lábiles ha sugerido que la degradación del enlace hidrazona podría ser 
ventajosa para minimizar la citotoxicidad y maximizar la liberación de 
oligonucleótidos.270 Sin embargo, también existen estudios centrados en anfifilos con 
puente disulfuro.357 El poder único de reducción citosólico de enlaces disulfuro para 
minimizar la toxicidad y la liberación del sustrato está atrayendo mucha atención con el 
empleo de poli(disulfuros) como agentes penetrantes celulares. Por lo tanto, numerosos 
vehículos farmacéuticos, como nanoesferas, nanocápsulas, liposomas, micelas, 
lipoproteínas, y los polímeros se vienen ampliamente utilizados para el transporte y 
liberación de ácidos nucleicos que reúnan estas características. 
Como se ha comentado en el anterior capítulo de la Tesis, recientemente se han 
utilizado anfífilos dinámicos para activar el transporte de nucleótidos a través de las 
membranas y detectar moléculas carbinílicas mediante la generación de patrones.249 La 
naturaleza catiónica y anfifílica de algunos dendrones peptídicos los hace 
potencialmente aplicables al transporte de nucleótidos en células vivas. Las ventajas de 
este enfoque incluyen un acceso rápido a bibliotecas bastante grandes de estructuras 
complejas, y su posible modificación en ruta para ayudar a la internalización mientras 
minimiza su toxicidad. Por ello el grupo del Profesor Stefan Matile73 utilizó estos anfifilos 
dinámicos para la preparación de librerías de anfifilo que permitiesen descubrir nuevos 
vehículos de internalización de siRNA en células humanas. Durante el desarrollo de esta 
Tesis Doctoral y una vez completado un sensor diferencial de DNA usando péptidos 
penetrantes, se pensó en la posibilidad de adoptar el sistema de enlaces dinámicos a 
materiales poliméricos para la entrega de ácidos nucleicos con potencial terapeútico 
(siRNA y DNA). 
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Los anfifilos desarrollados en el anterior capítulo adolecen de una estructura 
suficientemente amplia para facilitar el transporte de oligómeros o polímeros aniónicos 
en condiciones en las que sean poco tóxicas. Por ello pensamos que la utilización de 
estos patrones sintéticos y estructurales obtenidos de dicho capítulo se podrían 



















OBJETIVOS: siRNA y PLÁSMIDO 
Como se ha descrito, el elevado interés tanto académico como industrial por la 
aplicación de polímeros para en transporte y liberación de ácidos nucleicos ha 
impulsado al desarrollo de diferentes métodos de preparación de polímeros incluídos 
métodos de química combinatoria o semicombinatoria.358,349 Sin embargo, todos los 
métodos sintéticos desarrollados hasta la fecha para la preparación y ensayo ``high-
throughput´´ de polímeros para transfección de ácidos nucleicos presentan dos 
limitaciones importantes. En primer lugar, todas las rutas sintéticas se basan en 
reacciones de polimerización realizadas en disolventes orgánicos y por lo tanto una vez 
finalizada la reacción de polimerización es necesario la realización de diferentes pasos 
de purificación mediante procesos de diálisis, precipitación, cromatografía de exclusión 
por tamaños (GPC), etc. Por otra parte, y quizás todavía más importante, un segundo 
inconveniente se centra en que el resultado de la polimerización depende de los 
monómeros empleados. Es decir, diferentes monómeros pueden dar lugar a polímeros 
de diferente longitud e índice de polidispersión. 
El objetivo general de este capítulo es desarrollar una ruta simple que permita el 
desarrollo de una nueva familia de polímeros dinámicos penetrantes celulares, capaces 
de similar la capacidad de los CPPs para atravesar las membranas biológicas de forma 
eficiente y con baja toxicidad. Concretamente nos proponemos desarrollar la síntesis de 
una polihidrazidas con un grado de polimerización determinado (P40) y cuya 
funcionalización directa con aldehídos proporcione polímeros anfifilicos 
polihidrazónicos. El objetivo es que esta conjugación puede realizarse bajo condiciones 
acuosas que permitan, llevar a cabo la transfección celular en el mismo medio sin 
necesidad de aislar o purificar las macromoléculas resultantes. 
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Figura 136. Esquema general de la estrategia de transporte a través de las membranas celulares 
empleando polímeros modulables. La estrategia consiste en la funcionalización posterior a la 
polimerización del esqueleto de polihidrazida, por reacción con una mezcla de aldehídos 
catiónicos e hidrofóbicos. Posteriormente se formará el poliplejo al mezclarlo con el 
oligonucleótido (siRNA) lo que permite la translocación a través de las membranas. χ representa 
la fracción molar. eGFPmRNA se trata de un RNA de cadena corta que codifica la proteína verde 
fluorescente. 
Por ello en este capítulo planteamos estudiar la funcionalización mediante la 
formación de enlaces hidrazona de polihidrazidas con aldehídos catiónicos y/o 
hidrofóbicos para la preparación de polímeros anfifílicos. Seguidamente se abordará la 
caracterización del transporte de estos polímeros en sistemas de vesículas artificiales 
para obtener conclusiones preliminares sobre el transporte de ácidos nucleicos. 
Finalmente, una vez caracterizado el comportamiento de los polímeros en sistemas de 
membrana modelo (vesículas), pasaremos al estudio de la posible internalización 
celular, en primer lugar, de un ácido nucleico corto de siRNA. 
Por lo tanto, en este capítulo nos planteamos la posibilidad de diseñar y preparar 
un polímero de una longitud controlada y que contuviese residuos reactivos sobre los 
que poder incorporar las funciones de carga catiónica e hidrofobicidad necesarias para 
poder obtener diferentes polímeros anfifílicos. Además, consideramos que si la 
conexión entre el polímero padre y los diferentes electrófilos (catiónicos e hidrfóbicos) 
se puede realizar en medio acuoso, esta metodología permitiría la obtención de los 
polímeros anfifílicos en condiciones fisiológicamente compatibles. Por lo tanto, los 
polímeros obtenidos podrían combinarse directamente con un ácido nucleico de interés 
biológico como por ejemplo un plásmido de DNA o un ácido nucleico de menor tamaño 
(siRNA) para obtener los correspondientes ``poliplejos´´ que podrían ser internalizados 
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1. Diseño y síntesis 
En este trabajo decidimos desarrollar una estrategia que permita preparar 
polímeros funcionales de una forma fácil y eficiente y que a su vez se puedan modificar 
de una forma general y sin que requieran largos procesos sintéticos. En concreto, 
nuestro primer objetivo fue la preparación de diferentes polímeros anfipáticos a partir 
de un polímero común a través de procesos de post-polimerización sencillos y 
eficientes.359 Pensamos para ello en una transformación sintética quimioselectiva, 
altamente eficiente, y que se pueda llevar a cabo en medios acuosos y que no requieran 
de las tediosas etapas de purificación. Una de las reacciones que engloba estas 
características es la condensación entre aldehídos e hidrazidas para formar hidrazonas, 
proceso en el que se desprende únicamente una molécula de agua (Figura 137). 
 
Figura 137. Esquema general propuesto para el primer objetivo de este capítulo. Esta estrategia 
está basada en polihidrazidas poliméricas (P1) cuya posterior modificación con aldehídos 
catiónicos e hidrofóbicos debería dar lugar a los polímeros anfipáticos.   
Estas polihidrazonas activadas se podrían formar en condiciones acuosas y no requerían 
de posteriores etapas de purificación, por lo que se minimiza el esfuerzo sintético y el 
tiempo requerido para identificar los candidatos óptimos para el transporte de 
polinucleótidos. Las estrategias de postpolimerización, permiten evaluar composiciones 
de polímeros que poseen idéntico grado de polimerización y longitud. Anticipamos que 
el uso de un polímero con un esqueleto de polihidrazida (P1, Figura 138) tendría una 
buena solubilidad en agua para hacer un amplio estudio con diferentes aldehídos para 
modular sus propiedades. Para preparar un polímero dotado de grupos hidrazidas (P1) 
se puso a punto un método de síntesis en los laboratorios del Profesor Francisco 
Fernández Trillo (Universidad de Birmingham) mediante una polimerización radicalaria 
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RESULTADOS Y DISCUSIONES 
222 
 
de las hidrazidas de acrilo (Figura 138).360  La polimerización RAFT se llevó a cabo por 
incubación con tert-butyl-2-acryloylhydrazine-1-carboxylate (CTA) y 4,4′-azobis(4-
cyanovaleric acid) (V-501) a 70 ºC durante 7 h. Posteriormente la reacción se detuvo por 
enfriamiento a temperatura ambiente y se purificó por diálisis con agua Milli-Q. 
Finalmente la desprotección del polímero se realizó con TFA, seguido de neutralización 
con NaHCO3, diálisis y liofilización. 
 
Figura 138. Esquema sintético para la síntesis de la poli(acriloilhidrazidas). a) CTA y V-501 a 70 
ºC. b) TFA, NaHCO3. 
El polímero se caracterizó por 1H-RMN, en donde se pudieron observar las 
señales características del metilo y de los hidrógenos alifáticos (Figura 139). El análisis 
de este espectro de RMN y la integración de las señales correspondientes permitió 
calcular el número de monómeros de hidrazida por polímero, que resultó ser de 40 
unidades teniendo en cuenta que estas señales deberían estar en una relación entre 
señales 6:3. Estos datos se confirmaron por RMN y por cromatografía de exclusión de 
tamaños (GPC). 
 
Figura 139. Espectro de 1H-RMN de P1. 
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2. Formación de la Hidrazona 
El polímero obtenido (P1) era altamente soluble en agua y la formación acuosa 
de la hidrazona se confirmó empleando el 4-imidazolcarboxaldehído y siguiendo el 
proceso por 1H NMR. Para ello el polímero se incubó durante 1 h con diferentes 
cantidades de 4-imidazolcarboxaldehído (0.3-0.9 equiv) en una disolución 100 mM de 
AcOH en D2O. Se pudo observar un ensanchamiento (broadening) de la zona aromática 
de las señales de resonancia de los protones del aldehído al aumentar el número de 
equivalentes. Mediante la comparación de la señal del aldehído residual con la cantidad 
total de protones encontrados, se dedujo que la carga de 4-imidazolecarboxaldehído en 
P1 era aproximadamente 70%. Es decir, reaccionaba con el 70% de los monómeros que 





Figura 140. Espectro de 1H-RMN de P1 (1,3 mg / ml) incubado (<1 h) con cantidades crecientes 
de 4-imidazolcarboxaldehído. Desde abajo: 0.3, 0.6 y 0.9 eq. de 4-imidazolcarboxaldehído. B) 
Integración de aldehído residual (9.7 ppm) comparado con el número total de protones (3H) en 
esta región. 
 
La reacción de condensación con el aldehído también se estudió mediante 
cromatografía de permeabilidad en gel de exclusión molecular (GPC) empleando 
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diferente número de equivalentes del aldehído (4-imidazolcarboxaldehído) (Figura 141). 
La aparición del pico bien definido con un tiempo de retención Rt = 18 min que 
corresponde con el polímero de condensación P1-Imidazol ya se detectaba con solo 0,25 
equivalentes de 4-imidazolcarboxaldehído. La señal alcanzaba un valor máximo cuando 
se utilizaban 0,75 equivalentes de aldehído por número total de monómero en el 
polímero. Al aumentar el número de equivalentes de 4-imidazolcarboxaldehído no se 
observaba un aumento de la señal del polímero y el pico del aldehído libre (Rt = 31 min) 
aumentaba. Estos datos validaban el 70 % de carga total obtenida mediante los estudios 
de RMN. Para maximixar la total formación de la hidrazona en el polímero decidimos 
aumentar el número de equivalentes de aldehído (6 equiv.), ampliar los tiempos más 
largos de incubación (hasta 4 h) y utilizar diferentes disolventes. En todos los casos se 




Figura 141. Análisis de GPC (lAbs = 275 nm) de P1 incubado con 1 (negro), 0.75 (rojo), 0.5 (azul), 
0.25 (púrpura) y 0 (gris) equivalentes de 4-imidazolcarboxaldehído. El cromatograma para 4-
imidazolcarboxaldehído puro (naranja) también se muestra. Condiciones: 100 mM acético ácido, 
pH=2.9, tiempo=2 h. En el recuadro: Aumento en la absorbancia del pico (Rt=18 min) con las 
cantidades crecientes de 4-imidazolcarboxaldehído. 
Una vez optimizadas las condiciones de condensación del polímero con un 
aldehído modelo, se procedió con el estudio del uso de dicho polímero en procesos de 
translocación a través de membranas modelo de fosfolípidos (vesículas).  Como se 
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comentó en los capítulos anteriores, para poder penetrar en las membranas celulares 
se deben utilizar anfifilos que tengan una estructura catiónica e hidrofóbica.257 En estos 
compuestos resulta importante el grado de protonación que poseen las especies 
transportadoras bajo condiciones fisiológicas. En este sentido los grupos guanidinios 
juegan un papel relevante debido a su pka de 12.5 que reduce la desprotonación en 
condiciones fisiológicas lo que facilitan la interacción con las membranas biológicas.361 
Por lo tanto, decidimos sintetizar un aldehído que tuviese un grupo guanidinio para lo 
que se propuso el aldehído 1. La síntesis de dicho aldehído se muestra en la figura 142. 
Como se ilustra en la figura la primera etapa de la síntesis de 1 fue la reacción de 
acoplamiento del grupo guanidinio protegido con la β-Alanina. Para ello se empleó el 
N,N′-di-Boc-1H-pyrazole-1-carboxamidine en presencia de DIEA. Seguido de la reacción 
del aminoaldehído protegido como acetal. La desprotección de los grupos protectores 
se realizó con una disolución de HCl 3M, seguido de purificación por HPLC en fase 
reversa y liofilización. 
 
Figura 142. Esquema sintético de la síntesis del aldehído hidrofílico. Condiciones de la síntesis 
del aldehído 1: a) N,N′-di-Boc-1H-pyrazole-1-carboxamidine, DIEA, CH3CN/H2O, 55 ºC, 73%. b) 2- 
(1,3-dioxolan-2-yl)ethanamine, DCM, HBTU, DIEA, rt, 80%. c) HCl 3M, 60 ºC, 70%. 
Una vez preparado el aldehído catiónico se decidieron preparar los polímeros 
activados haciendo reaccionar una solución acuosa de P1 con una mezcla en DMSO el 
aldehído catiónico (1) y diferentes aldehídos hidrofóbicos en diferentes relaciones 
molares. La combinación de una serie de aldehidos hidrofóbicos cortos, por ejemplo, 
isovaleraldehído (2), con el P1 daba lugar a conjugados polihidrazónicos estables y 
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solubles en agua. La polihidrazona activada correspondiente se nombra Pn(T1)χT(Tm)1-
χ, en donde Pn representa el grado particular de polimerización de la polihidrazida, T1χ 
representa al aldehído de guanidinio y Tmχ representa las diferentes colas hidrófobas 
con sus fracciones molares correspondientes. Empleamos siempre un exceso de 
aldehído (6 equivalentes) para maximizar la formación de las hidrazonas, pero varios 
experimentos de control han confirmado completamente que los aldehídos solos no 
transfectan las células ni eran tóxicos. 
3. Experimentos de transporte en membranas modelo (vesículas) 
 
             Decidimos entonces evaluar el transporte de ADN con las polihidrazonas 
resultantes, para ello empleamos vesículas unilamelares cargadas con un fluoróforo 
aniónico (HPTS) y un desactivante catiónico (DPX) empleado en el anterior 
capítulo.257,362 Para simplificar su nomenclatura se abreviarán como EYPC-
LUVs⊃HPTS/DPX (LUVs: es el acrónimo en inglés para ``Large Unilamellar vesicles´´). 
Este ensayo de transporte a través de vesículas informa de la liberación de moléculas de 
desactivante que se asociaba a un aumento en la fluorescencia de HPTS. En estos 
experimentos, como mencionamos anteriormente, se utilizó un ADN de Herring, que se 
trata de una mezcla de DNA heterogéneo de tamaño medio (MW=10.000-30.000 Da, 
<50 pares de bases). La evaluación del transporte en estas vesículas fluorogénicas se llevó 
a cabo para los aldehídos representados en la Figura 143. Todos ellos fueron 
seleccionados por su sencillez y decidimos estudiar tanto aldehídos aromáticos como 
alifáticos, y entre estes tanto alifáticos, ramificados y cíclicos. 
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Figura 143. Representación de los aldehídos (aromáticos y alifáticos) utilizados en los ensayos 
en vesículas. 
 Los aldehídos que poseían propiedades detergentes a diferentes relaciones 
molares se descartaron para posteriores estudios. Por lo general, los aldehídos alifáticos 
resultaron menos activos que los aromáticos. Sin embargo, los aldehídos hidrofóbicos 
largos mostraron inactividad para el transporte de DNA en vesículas, como por ejemplo 
en el uso del aldehído decanal (Figura 144). 
 
Figura 144. Cambios en la intensidad de emisión I (t) para el transporte de ADN de Herring (2 
μM) en EYPC-LUVs⊃HPTS / DPX para el decanal a diferentes fracciones molares. 





Figura 145. Cambios en la intensidad de emisión I (t). (A) y la curva de dosis-respuesta (B) para 
el transporte de ADN de Herring (2 μM) en EYPC-LUVs⊃HPTS / DPX con concentraciones 
crecientes del polímero activado (P40(T1)0.85(T5)0.15 y P40(T1)0.85(T2)0.15). 
 
Para determinar la eficacia del transporte se realizaron los estudios con una 
fracción molar χT1/χT2 = 0.85:0.15 a diferentes concentraciones de polímeros y el 
transporte se siguió por fluorescencia. Para cada una de las mediciones se normaliza la 
intensidad máxima observada después de 200 s con la máxima emitida cuando la mezcla 
se trata con Tritón-X. Estos valores máximos normalizados se emplean para determinar 
las curvas de dosis-respuesta y esto se ajustaron empleando la ecuación de Hill 
(ecuación 2) de la que se obtuvieron los valores de YMAX y EC50. Seguidamente pasamos 
a optimizar la fracción molar entre los aldehídos hidrofóbicos y el hidrofílico. De nuevo 
el aldehído catiónico se fijó con el compuesto 1 y los aldehídos hidrofóbicos que se 
estudiaron fueron: el isovaleraldehído y el benzaldehído. En estos estudios se podía 
observar que el aumento de la fracción molar de aldehídos hidrofóbicos por encima de 
0.15 (c (hidrofóbico)> 0,15) daba lugar a polímeros anfifílicos con un mayor 
comportamiento disruptivos de membrana como se muestra en la figura. Por tanto, la 
RESULTADOS Y DISCUSIONES 
229 
 
fracción molar idónea para el transporte de ADN de Herring en vesículas es de 0.15 para 
la librería de aldehídos elegida (Figura 146). 
 
Ecuación 2: Y = Y0 + (YMAX – Y0) / {1 + (EC50 / cpolímero)n} 
 
 
Figura 146. Cambios en la intensidad de emisión I (t) para el transporte de ADN de Herring (2 
μM) en EYPC-LUVs⊃HPTS / DPX en presencia del polímero activado (17 μM, χ1: 0.75 y 
χhidrofóbico: 0.25). A) χhidrofóbico = Benzaldehido y en B) χhidrofóbico = isovaleraldehido (2). 
El aumento en la fluorescencia observado inmediatamente después de la adición del polímero 
activado se representan los perfiles de disrupción de la membrana cuando se usan fracciones 
molares de 0,25 de los aldehídos hidrofóbicos. 
La importancia del componente hidrofóbico se estudió mediante experimentos 
control en los que no se añadía el aldehído hidrofílico. En estos experimentos se pudo 
observar que la actividad de transporte era cero, siendo, por tanto, de relevancia la 
presencia de ambos aldehídos para llevar a cabo el transporte (Figura 147A). Además, 
como se puede observar en la figura, con fracciones molares por encima de 0.15 
respecto al isovaleraldehido, la actividad en la membrana lipídica era inexistente, 
corroborando que la combinación de ambas colas tanto catiónica como hidrofóbica eran 
necesarias para obtener transporte en vesículas. (Figura 147B). Otro experimento de 
control que hemos llevado a cabo consistió en el empleo del aldehído de guanidinio 
como único reactivo en la formación de la hidrazona. (Figura 147C). De nuevo podemos 
confirmar la ausencia de transporte para estos casos. Por lo tanto, podemos concluir 
que para llevar a cabo el transporte en membranas es necesario el carácter anfipático 
del polímero. 




Figura 147. Cambios en la intensidad de emisión I (t) para el transporte de ADN de Herring (2 
μM) en EYPCLUVs⊃HPTS/DPX en presencia del polímero activado (17 μM). A) χ2 (0,9-0,1) en 
ausencia del aldehído catiónico (χ1 = 0). B) (χ2 = 0.5, 0.75 y 0.9) y χ1 = 1 - χ1. C) ausencia del 
aldehído hidrofóbico, que no muestra actividad en vesículas para el polímero activado 
catiónicamente puro (χ1 = 1). 
Una vez medidas todas las curvas de dosis respuesta para el transporte en 
vesículas se representaron los valores de máxima actividad (YMAX) y de la menor 
concentración efectiva (EC50). Las máximas intensidades de emisión a menor 
concentración se obtuvieron para los aldehídos aromáticos el 2-naftaldehído (4) y 




Figura 148. Valores de YMAX frente a la concentración de polímero (izquierda) o EC50 
(concentraciones efectivas a la mitad de la intensidad máxima (derecha) para el transporte de 
ADN en los experimentos en EYPC-LUVs⊃HPTS/DPX para P1(T1)0.85(Tn)0.15. En el diagrama de la 
izquierda (curvas de dosis-respuesta) se representa los aldeídos 5 (cuadrados) y 2 (círculos) 
como especies hidrofóbicas. 
A) B) C)
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4. Experimentos en células HeLa GFP 
Después de la síntesis y el estudio de las polihidrazonas en membranas modelo, 
se decidió utilizar los mejores aldehídos obtenidos en los ensayos en vesículas para 
evaluar la internalización de siRNA en células. Para ello se decidieron emplear células 
que expresan la proteína verde fluorescente (HeLa-EGFP).363 Esta línea celular, es una 
línea de células inmortales que derivan de una muestra de cáncer uterino de la paciente 
Henrietta Lacks. Estas células fueron modificadas genéticamente para que expresen de 
forma permanente la proteína verde fluorescente (GFP). Por tanto, se puede medir la 
eficiencia de la transfección del siRNA (contra la GFP) mediante la medición de reducción 
de emisión de luz verde de los cultivos celulares. Nuevamente, el aislamiento y 
purificación de los polímeros activados sintetizados no era necesario y los experimentos 
de transfección se realizaron simplemente diluyendo las polihidrazonas recién 
preparadas (tampón/DMSO (1:1)) en el medio de cultivo. Para llevar a cabo los estudios 
celulares, seleccionamos dos RNA similares, uno activo (siRNA) que silencia la proteína 
verde fluorescente y otro negativo, incapaz de promover dicho silenciamiento (siMocK). 
En estos experimentos, los polímeros activados con los aldehídos que mostraron mejor 
actividad en vesículas: hexanal (3), 2-naftaldehído (4) y benzaldehído (5) no mostraron 
actividad para la internalización de siRNA en las células (Figura 149). Sin embargo, la 
hidrazona resultante con la combinación de los aldehídos hexanal (3), 2-naftaldehído (4) 
y benzaldehído (5) junto con el aldehído catiónico 1 para todos los casos presentes. 
Tampoco mostraron ninguna reducción en la producción de la proteína verde 
fluorescente a diferentes concentraciones. Se deduce, por lo tanto, que los resultados 
obtenidos en los experimentos de transporte con modelos de liposomas no permiten la 
correlación directa con las actividades observadas en los ensayos celulares. Sin 
embargo, el isovaleraldehído (2) mostraba una reducción eficiente de la expresión de 
EGFP con una reproducibilidad precisa en todas las réplicas de transfección medidas. 
 
                                                          
363 Piñero-Lambea, C.; Bodelón, G.; Fernandez-Periáñez, R.; Cuesta, A. M.; Álvarez-Vallina, L.; 
Fernández, L. A. ACS Synth. Biol. 2015, 4, 463–473. 





Figura 149. Unidades fluorescentes relativas (RFU) para los experimentos de transfección del 
ARN interferente. En todos los casos y en todas las concentraciones, los experimentos de 
transfección se realizaron con siRNA (rojo) y siMock (experimento de control negativo en azul). 
En todos los casos, las fracciones molares fueron χ1 = 0,85 y χhidrofóbico = 0,15. a) Hexanal (3), 
P40(T1)0.85(T3)0.15, b) Naftaldehído (4), P40(T1)0.85(T4)0.15, c) Benzaldehído (5), P40(T1)0.85(T5)0.15, 
d) La desactivación de EGFP en HeLa-EGFP solo se observa para el aldehído isovaleraldehido (2), 
P40(T1)0.85(T2)0.15. Se obtuvo un factor Z satisfactorio para las diferentes concentraciones: 3 μM: 
0.91, 1 μM: 0.89, 2 μM: 0.65, 4 μM: 0,46; 8 μM: 0,79, 17 μM: 0,88. 
 
La biocompatibilidad de las condiciones experimentales para la preparación de 
los polímeros activados con hidrazona permitió la optimización del vector polimérico de 
forma sencilla y sistemática. En primer lugar, decidimos re-optimizar las fracciones 
molares de isovaleraldehído y el aldehído catiónico y así como la concentración del 
polímero para maximizar la eficiencia en la transfección y viabilidad celular (Figura 150). 
 
 




Figura 150. A) Eficiencia de transfección (barras) y viabilidad celular (círculos) en células HeLa-
EGFP con ARN interferente constante (14 nm) y P1(T1)0.85(T2)0.15 (4 µm) concentraciones y 
preparado con diferentes fracciones molares de 2. B) Curvas dosis-respuesta del candidato 
principal P1(T1)0.85(T2)0.15 (círculos vacíos; EC50 = 0.09 ng/mL y Lipofectamine RNAiMAX 
(cuadrados vacíos; EC50 = 2.5 ng/mL), así como el porcentaje de viabilidad celular para 
P1(T1)0.85(T2)0.15 (círculos vacíos, arriba). 
Curiosamente, la relación molar óptima del aldehído hidrofóbico (χ2 = 0.15), sí que 
coincidió con la obtenida en los experimentos de transporte en vesículas (Figura 145). 
Se pudo observar en todos los experimentos realizados que la máxima eficiencia de 
transfección para P40(T1)0.85(T2)0.15 (donde los superíndices indican el porcentaje del 
aldehído correspondiente) podría lograrse cuando se emplea una concentración de 4 




Figura 151. A) Eficiencia de transfección en HeLa-EGFP a una concentración constante de siRNA 
(14 nM) y diferentes concentraciones del polímero activado formado a partir de una fracción 
molar χ2=0,15. B) Eficiencia de transfección en HeLa-EGFP en una concentración de siRNA 
constante (14 nM) y concentración constante de polímero activado (4 μM) pero modificando la 
fracción molar X2. 
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Una vez determinada la capacidad de transporte y entrega de nuestro polímero 
se estudió de forma detallada la viabilidad celular en presencia de las polihidrazonas. 
Para ello se empleó el test de Mtt, un ensayo colorimétrico para determinar la actividad 
metabólica de la célula.364 El reactivo empleado 3-(4-5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (amarillo pálido) se oxida en las mitocondrias de las células vivas para 
producir formazano un compuesto con un llamativo color violeta (Figura 152).  
 
Figura 152. Reacción de oxidación que tiene lugar en las mitocondrias de las células. 
De esta forma mediante el correspondiente ensayo colorimétrico se puede determinar 
la actividad metabólica y por consiguiente la viabilidad celular (Figura 153). Se observó 
que a medida que se aumentaba la fracción molar del aldehído hidrofóbico la viabilidad 
disminuía ligeramente y aumentaba la variabilidad de los resultados. Esta ligera 
disminución de la viabilidad puede estar relacionada con la elevada actividad detergente 
de las polihidrazonas observada en los experimentos de vesículas cuando se empleaban 
fracciones molares crecientes del aldehído hidrofóbico. 
 
 
Figura 153. Gráfica representando la viabilidad celular del ensayo de MTT en células HeLa-EGFP 
a una concentración constante de ARN interferente (14 nM) y diferenetes concentraciones de 
polihidrazona. A) Resultados obtenidos de las concentraciones de la polihidrazona (χ1 = 0,85 y 
χhidrofóbico = 0,15) y B) variación de la concentración manteniendo constante el polímero 
activado (4 μM) y con diferentes fracciones molares de 2 (χ1 = 1- χ2). 
                                                          
364 Gerlier, D.; Thomasset, N. J. Immunol Methods, 1986, 94, 57-63. 
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La eficacia de la transfección a diferentes concentraciones se estudió mediante 
diluciones secuenciales del complejo polimérico así como de la Lipofectamina. La 
comparación de las curvas dosis-respuesta (Figura 154) de la eficacia de transfección 
revelaron que el vector polimérico tenía una eficiencia casi similar a la de la 
lipofectamina RNAiMAX pero utilizando una concentración más de diez veces menor 




Figura 154. Estudios comparativos de la viabilidad celular (ensayo de MTT en células HeLa) a las 
concentraciones de la transfección para el polímero y para Lipofectamine® RNAiMAX (A), P1 (B) 
y del polímero activado = P40(T1)0.85(T2)0.15. En todos los ensayos [siRNA] = 14 nM. 
5. Caracterización de la polidrazona 
Para estudiar la formación del poliplejo se decidió emplear inicialmente 
electroforesis en gel (Figura 155). El agregado supramolecular debería dar lugar a una 
especie que migre diferente al RNA libre. En este caso observamos que a 
concentraciones bajas del polímero a 182 nM eran suficientes para complejar 
completamente el siRNA.  
 
 




Figura 155. Ensayo de electroforesis en gel. SiMock (carril 1) y siMock/P1 con relaciones molares 
de 6 (carril 2), 13 (carril 3), 25 (carril 4), 50 (carril 5), 100 (carril 6) y 200 (carril 7) fueron cargados 
con [siRNA] = 14 nM en todos los casos. P40(T1)0.85(T2)0.15 = 84 nM (carril 2), 0.182 μM (carril 3), 
0.35 μM (carril 4), 0.7 μM (carril 5), 1.4 μM (carril 6), 2,8 μM (carril 7). 
Se realizó un análisis del tamaño y de la carga de los poliplejos mediante el 
análisis de la dispersión dinámica de la luz (DLS).365 Estos experimentos mostraron 
tamaños de partículas, aproximadamente 200 nm, adecuados para el transporte a 
través de la membrana cuando se usaba una relación molar de aldehídos 
catiónicos/hidrofóbicos = 0.85:0.15. Por lo tanto, bajo estas condiciones, podremos 
confirmar mediante DLS la formación de complejos supramoleculares (poliplejo) 
compuesto de la polihidrazona y siRNA con un tamaño de 150 nm y un potencial ζ 
positivo de +7 mV. 
 
Figura 156. Datos representativos de dispersión dinámica de la luz para P40(T1)0.85(T2)0.15 
(donde los superíndices indican el porcentaje del aldehído correspondiente) en ausencia y 
presencia del ADN de Herring. A) Curvas de función de autocorrelación (ACF) y B) distribuciones 
de intensidad medidas en agua miliQ. [polímero activado] = 17 μM. 
                                                          
365 Bishop, J. B.; Martín, J. C.; Rosenblum, W. M. A. J. Cristal Growth, 1991, 110, 164-170. 
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Los efectos respulsivos entre los aldehídos catiónicos que se incorporan muy 
próximos en el esqueleto de polihidrazona podrían afectar la composición final del 
polímero. Por lo tanto, para caracterizar la reacción posterior a la polimerización, 
medimos el DLS y el potencial zeta de P40 combinando con diferentes proporciones del 
aldehído catiónico de guanidinio (1) e isovaleraldehído (2). Estas mediciones mostraron 
que al aumentar la fracción molar de aldehído hidrofóbico se producía un aumento del 
tamaño y, por lo tanto, del carácter catiónico del polímero. El aumento máximo fue 
detectado en una fracción molar de χ2=0.3-0.4, pero al seguir aumentando la fracción 
molar del aldehído hidrofóbico se pudo observar que causaba una disminución 
importante tanto en el tamaño y como del potencial zeta (Figura 157). Estos resultados 
confirmaron que los cambios en las proporciones molares de los aldehídos se traducen 




Figura 157. Datos representativos de dispersión dinámica de la luz para P40(T1)0.85(T2)0.15 en 
ausencia y presencia de dsDNA (ADN de Herring). C) Diámetro y D) ζ-potencial para el polímero 
activado representativo P40(T1)0.85(T2)0.15 = 3 μM al aumentar las fracciones molares de 
isovaleraldehído (χ2 = 0-1). 
 
Además, la estabilidad de todos los componentes involucrados en la preparación de este 
polímero, permitieron el almacenamiento de las disoluciones madre durante meses 



















En conclusión, hemos desarrollado una estrategia novedosa para la evaluación 
in situ (es decir, bajo condiciones acuosas y sin purificación) de polímeros con actividad 
biológica. La funcionalidad de la poli(hidrazida) se activó en condiciones acuosas, para 
producir polímeros anfifílicos funcionales que no requirió ninguna purificación adicional 
para su evaluación en ensayos biológicos relevantes. El método desarrollado en este 
capítulo logró la posibilidad de evaluar in situ el transporte de DNA de Herring usando 
membranas modelo (LUV), confirmando una fracción molar de aldehído hidrofóbico de 
0.15 y en células HeLa un 0.15 para el isovaleraldehido. 
Los polímeros polihidrazónicos se prepararon en condiciones compatibles con 
los ensayos de la actividad biológica y se pudieron emplear directamente en ensayos de 
transfección celular. La cadena polimérica de polihidrazida se ``activa´´ (condensación 
con mezcla de aldehídos catiónicos e hidrofóbicos), bajo condiciones acuosas, para 
producir polímeros anfifílicos funcionales que no requirieren de ninguna purificación 
adicional para su evaluación en ensayos biológicos. Esta versátil tecnología permitió la 
identificación rápida para el suministro de siRNA con resultados comparables a uno de 
los mejores reactivos comerciales (lipofectamina RNAiMAX). 
Este método no está limitado a la detección de la entrega de polinucleótidos y se 
podría adaptar fácilmente (a través de una elección informada de aldehídos) para el 

























Una vez demostrado el éxito de transfección de ácido nucleicos cortos (siRNA) 
en células vivas con el polímero corto (P40), nos planteamos la posibilidad de sintetizar 
un esqueleto polimérico con mayor grado de polimerización (P80, P180) para estudiar a 
cabo la internalización de ácidos nucleicos mucho más largos (plásmido). 
Al igual que en el anterior capítulo decidimos estudiar la funcionalización del 
polímero con un aldehído catiónico pero empleando aldehídos hidrofóbicos más largos 
(aldehído oleico) para la preparación de los polímeros anfifílicos. Una vez caracterizado 
las polihidrazonas resultantes, procederemos al estudio de la internalización del 
plásmido en células HeLa con los polímeros anfifílicos resultantes de combinar con los 
aldehídos catiónicos e hidrofóbicos con los tres tipos de polímeros de diferentes 
tamaños (P40, P80 y P180). Este método intenta demostrar la versatibilidad de la 
estrategia de desarrollada para la transfección celular de ácidos nucleicos de diferente 
tamaño y función. 
Otro objetivo específico de este capítulo será el estudio mecanístico de la 
internalización celular plásmido a través de la utilización de diferentes inhibidores y 
apoyados por microscopía de fluorescencia. 
 
Figura 158. Modelo esquemático para la selección de los polímeros modulables que faciliten la 
internalización del plásmido. Las polihidrazidas de diferente longitud se condensan con 
combinaciones de un aldehído catiónico y uno hidrófobo en diferentes proporciones Cada una 
de estas combinaciones se trataron con un plásmido de ADN que codifica la proteína 
fluorescente verde (EGFP) formando poliplejos que se administran a las células y la eficiencia de 
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1. Diseño y síntesis 
En este capítulo, pretendemos dar un paso más en el proceso del desarrollo de 
las polihidrazonas anfifílicas para la transfección de ácidos nucleicos de diferente 
tamaño y naturaleza. En concreto, en este apartado abordamos el transporte 
intracelular de ADN circular de gran tamaño, conocido como plásmido (4800 pares de 
bases), en células HeLa. En este trabajo estudiaremos la importancia de la longitud de la 
cadena principal de polihidrazida para lograr la condensación y transporte de plásmidos 
de ADN y estableceremos la versatilidad de la metodología para transportar diferentes 
ácidos nucleicos. 
Siguiendo la metodología anteriormente descrita (ver capítulo anterior), en el 
grupo del profesor Francisco Fernández Trillo sintetizaron tres polihidrazidas con 
diferentes grados de polimerización, n = 40, 80 y 180 (P40: corto, P80: medio, P180: 
largo) (Figura 159). La polimerización RAFT por incubación con CTA y V-501 a 70 ºC. se 
detuvo por enfriamiento a temperatura ambiente y se purificó por diálisis con agua Milli-
Q. Finalmente, la desprotección del polímero se realizó con TFA, seguido de 
neutralización con NaHCO3, diálisis y liofilización. La caracterización completa de estos 
polímeros y la generación y propiedades de las correspondientes polihidrazonas se 














Figura 159. A) Esquema sintético para la síntesis de la poli(acriloilhidrazidas). a) CTA, V-
501, DMSO, 70ºC. b) i) TFA, r.t., ii) H2O, NaHCO3. B) Espectros de 1H-RMN para las tres 
muestras de polímero (P40, P80, P180) con su correspondiente grado de polimerización 
en D2O que muestran la integración de la cadena principal de la cadena alquílica frente 
a los dos grupos metilo terminales. 
2. Formación de la Hidrazona 
Siguiendo la metodología descrita en el anterior capítulo, las polihidrazidas 
precursoras (Pn) se incubaron con una mezcla de aldehídos catiónico e hidrofóbicos (6 
equiv de aldehído por monómero del polímero) en H2O/DMSO (1: 1) a 60oC, para 
preparar las correspondientes polihidrazonas anfifílicas que podrían combinarse "in 
situ", con el ADN del plásmido correspondiente (Figura 160).  
 
Figura 160. Reacción de las polihidrazonas. A) Esquema de la reacción entre el polímero con n 
sitios de hidrazidas (Pn) con el aldehído oleico hidrofóbico (T5) y catiónico (T1) para 
proporcionar la polihidrazona anfifílica Pn(T1)χ(T5)1‑χ que se combina con el plásmido de DNA 
para la formación y análisis del poliplejo (el superíndice  corresponde a la fracción molar de la 
cola de aldehído correspondiente). 
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De nuevo, decidimos fijar el aldehído catiónico de guanidinio (T1) ya que el pKa del grupo 
de guanidinio (pKa = 12.5) garantiza la protonación a pH fisiológico.366,270 Para identificar 
de forma preliminar combinaciones de aldehídos adecuadas, se realizó un cribado inicial 
de experimentos de transfección de plásmido en células HeLa cuantificado mediante 
fluorometría (Figura 161). Para los ensayos de transfección se hizo reaccionar el 
polímero más corto (P40) con el aldehído de guanidinio (χGua = 0,7) y cuatro colas de 
aldehído hidrofóbicas diferentes; isovaleraldehído, decanal, dodecanal y aldehído oleico 
a una fracción molar constante de aldehídos hidrofóbicos (χTm = 0.3). La polihidrazona 
activada correspondiente se nombra Pn(T1)χ(Tm)1-χ, en donde Pn representa el grado 
particular de polimerización de la polihidrazida, T1χ representa al aldehído de guanidinio 
y Tm1-χ representa las diferentes colas hidrófobas con sus fracciones molares 
correspondientes. Empleamos siempre un exceso de aldehídos (6 equivalentes) para 
maximizar la formación de las hidrazonas, ya que varios experimentos de control han 
confirmado completamente que los aldehídos solos no transfectan las células.74 
3. Experimentos en células HeLa 
Después de la formación de hidrazona, el polímero anfifílico se incubó con el 
plásmido de ADN en medio celular (DMEM) para ensamblar el poliplejo mediante 
interacciones electrostáticas. El plásmido seleccionado consistía en un DNA circular 
bicatenario de 4,7 kilobases que incluía el promotor, la secuencia codificante de EGFP, 
las secuencias de poliadenilación y la cadena principal bacteriana. A diferencia de los 
resultados previos observados para la transfección de siRNA, en los que este polímero 
(P40) mostró una excelente actividad, estos experimentos preliminares de transfección 
revelaron solo trazas de expresión de proteína (eGFP) para la combinación de P40 con 
el T1 catiónico y el aldehído derivado del ácido oleico (T5). Este mejor rendimiento para 
el aldehído oleico hidrofóbico se había observado previamente en el transporte de 
plásmidos y proteínas mediado por péptidos. 
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Figura 161. Fluorometría de células HeLa transfectadas con el polímero P40 tras reaccionar con 
diferentes colas hidrófobas e imágenes de microscopía de las células HeLa incubadas con 
P40(T1)0.7(Tm)0.3. El aldehído hidrofóbico correspondiente está indicado encima de cada panel. 
La Lipofectamina se usó como control positivo. 
Las bajas eficiencias iniciales de transfección para el polímero más corto (P40) 
nos llevaron a investigar en detalle el impacto de la longitud de la polihidrazona para la 
condensación y transporte del plásmido. Para delimitar el cribado y en base a los 
resultados preliminares de P40, así como los precedentes exitosos previamente 
observados para las colas hidrófobas insaturadas largas, decidimos también fijar la cola 
hidrofóbica (aldehído oleico) para la posterior optimización. Por lo tanto, siguiendo los 
protocolos descritos anteriormente, se hicieron reaccionar los polímeros P40, P80 y 
P180 con una relación molar fija del aldehído de guanidinio y del aldehído hidrofóbico 
oleico (χT1/χT5 = 0.7:0.3) en DMSO:H2O (1:1) durante 2 horas a 60 oC. Seguidamente, 
estos polímeros se combinan con el plásmido y la mezcla resultante se incubó con las 
células. En primer lugar se realizó una optimización de la fracción molar de las colas 
catiónica y oleica para el polímero de tamaño medio P80 (figura 162).  




Figura 162. A) Optimización de relación molar para P80(T1)χ1(T5)χ5. A) Porcentaje de células que 
expresan EGFP según se cuantifica por citometría de flujo. [P80(T1)χ1(T5)χ5] = 8 μg / ml; [LF] = 
6,6 μg / ml; [pEGFP] = 2.5 ng / μL. B) Estimación de las relaciones de carga (N/P) para el poliplejo 
P80(T1)χ1(T5)χ5/pEGFP en función de la fracción molar del aldehído oleico (χT5; (χT1=1-χT5)) para 
8 μg/ml (que corresponde a 200 μM del monómero) polímero y 2,5 ng/μL para pEGFP. Para los 
cálculos, se consideró una carga de polímero de 70%, una carga positiva para cada T1 
incorporada y dos cargas negativas para cada par de bases de plásmido. 
Como se observaba en Figura 162 se comprobó una mayor eficiencia de la transfección 
para la fracción molar catiónica/hidrofóbica óptima resultó ser χT1/χT5 = 0.7: 0.3, un 
valor ligeramente superior a la transfección de siRNA descrita en el anterior capítulo. 
Posteriormente se llevaron a cabo experimentos de transfección de dosis-respuesta con 
cantidades crecientes de los tres polímeros anfifílicos. Como se esperaba, la 
polihidrazona más corta P40 (que no fue capaz de condensar eficientemente el ADN; ver 
sección 4) y mostró una baja capacidad de transfección de alrededor del 20% 
normalizada a la transfección de plásmido con Lipofectamine 2000 (Figura 163B). Sin 
embargo, se pudo confirmar una mejor eficacia de transfección para las polihidrazonas 
media y larga (P80 y P180), a un nivel de eficacia similar (60-80%) a una concentración 
similar a la del reactivo comercial lipídico. Se pudo validar también la eficacia de 
transfección mediante microscopía de fluorescencia en los ensayos de tranfección 
(Figura163A). Una vez confirmada la transfección eficiente para las polihidrazonas, se 
realizó el ensayo colorimétrico, MTT, para confirmar la viabilidad celular en las 
condiciones de trabajo de los experimentos de transfección. Estos experimentos 
confirmaron una viabilidad celular ligeramente superior y, por lo tanto, una menor 
toxicidad para la transfección de polihidrazonas en comparación con el control del 
vector comercial Lipofectamine 2000 (Figura 163D). 




Figura 163. Optimización de la transfección y viabilidad celular. A) Imágenes de campo claro, 
canal fluorescente verde e imágenes superpuestas de células HeLa tres días después de la 
transfección con poliplejos formados con 8 μg/ml de P80(T1)0.7(T5)0.3 y 2.5 ng/μL de pEGFP. B) 
Optimización de la relación molar para la transfección del ADN del plásmido (2,5 ng/μL) con 
P80(T1)χ1(T5)χ5 (8 μg/mL). Los datos se expresan como un porcentaje del número de células 
transfectadas en comparación con Lipofectamina. C) Eficiencia de transfección de los polímeros 
P40(T1)0.7(T5)0.3, P80(T1)0.7(T5)0.3 y P180(T1)0.7(T5)0.3 a diferentes concentraciones. La 
concentración de pEGFP se mantuvo constante a 2,5 ng/μL. Los datos se expresan como 
porcentaje de células transfectadas en comparación con Lipofectamina 3 días después de la 
transfección. D) ensayo de viabilidad MTT. Las células HeLa se transfectaron con las 
concentraciones indicadas de los polímeros P40(T1)0.7(T5)0.3 (barras grises), P80(T1)0.7(T5)0.3 
(barras rojas) y P180(T1)0.7(T5)0.3 (barras negras), y 2.5 ng/μL de plásmido, y tres días después 
de la transfección se cuantificó la viabilidad. Los valores se normalizaron a las células no tratadas. 
En todos los casos, se utilizó Lipofectamine 2000 (LF) a 6.6 μg/mL según lo recomendado por el 
proveedor. 
4. Caracterización de las polihidrazonas 
Las correspondientes polihidrazonas anfifílicas se combinaron con el plásmido 
para estudiar los poliplejos resultantes mediante electroforesis en gel y análisis de la 
dispersión dinámica de luz (DLS) (figura 164). Como se muestra por los experimentos de 
electroforesis en gel, la polihidrazona más corta (P40(T1)0.7(T5)0.3) no forma complejos 
estables con el plásmido, mientras que las polihidrazonas más largas, P80(T1)0.7(T5)0.3 y 
P180(T1)0.7(T5)0.3, condensaron eficazmente el ADN circular de doble cadena (Figura 
164A). Esta observación destaca la importancia de la longitud del polímero sobre la 
relación de carga DNA/Polímero, así como en la formación del complejo. El análisis 
mediante el DLS de estas polihidrazonas anfifílicas confirmó la formación de poliplejos 
con tamaños entre 70 y 100 nanómetros. El tamaño y el potencial zeta aumentaron 
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progresivamente con concentraciones crecientes de los polímeros anfifílicos y, de 
acuerdo con los experimentos en gel, solo el polímero medio y el de mayor tamaño con 
las polihidrazonas P80(T1)0.7(T5)0.3 y P180(T1)0.7(T5)0.3 fueron capaces de producir 
poliplejos con suficiente potencial zeta de alrededor de 40 mV para detener la migración 





Figura 164. A) Electroforesis de gel con las tres polihidrazonas Pn(T1)0.7(T5)0.3. pEGFP (carril 1) y 
Pn(T1)0.7(T5)0.3/pEGFP poliplejos con diferentes concentraciones de polihidrazonas: 0.5 (carril 
2), 1 (carril 3), 2 (carril 4), 4 (carril 5), 6 (carril 6) y 8 μg/ml (carril 7). [pEGFP] = 2.5 ng/μL. B) 
Diámetro hidrodinámico en nanómetros (nm) mediante dispersión de la luz dinámica (DLS) y 
potencial zeta () en milivoltios (mV) del poliplejo Pn(T1)0.7(T5)0.3 puro y Pn(T1)0.7(T5)0.3/pEGFP 
en 2, 4, 6 y 8 μg / ml de polihidrazona. [pEGFP] = 2.5 ng / μL. 
Para investigar más a fondo el tamaño y la forma de los poliplejos utlizados en 
los ensayos de transfección, se realizó una caracterización de microscopía de las 
nanoestructuras formadas por el polímero/plásmido. Para ello, se utilizó la microscopía 
de barrido de electrones (SEM) de los poliplejos de polímero P40(T1)0.7(T5)0.3 más cortos 
con el plásmido de DNA (Figura 165). Las micrográficas correspondientes mostraron 
[P40(T1)0.7(T5)0.3]/μg/mL [P80(T1)0.7(T5)0.3]/μg/mL [P180(T1)0.7(T5)0.3]/μg/mL
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materiales agregados amorfos, una observación que sostenía la pobre eficacia de 
complejación y transfección observada para esta longitud de polímero.  
 
Figura 165. Imagen de SEM del poliplejo P40(T1)0.7(T5)0.3/pEGFP. [pEGFP] = 2.5 ng / μL, 
[Pn(T1)0.7(T5)0.3] = 8 μg / mL. Barra de escala = 200 nm. 
Sin embargo, las imágenes de SEM para las polihidrazonas de mayor longitud 
(P80(T1)0.7(T5)0.3 y P180(T1)0.7(T5)0.3) combinadas con el ADN de plásmido, mostraron 








Figura 166. Caracterización de los poliplejos activos. A) Esquema para los poliplejos activos 
compuestos por el núcleo del complejo polímero/ADN observado en microscopía ( 60-70 nm) 
que en la dispersión acuosa da lugar a nanopartículas suspendidas orgánicas más grandes 
solvatadas (80-1000 nm). B) Caracterización por AFM de P80(T1)0.7(T5)0.3/pEGFP depositado en 
superficies de mica. C) y D) Imágenes de microscopía electrónica de barrido (SEM) de los 
poliplejos P80(T1)0.7(T5)0.3/pEGFP (C) y P180T10.7T50.3/pEGFP (D) depositados en rejillas de 
microscopía electrónica. D) Imágenes de microscopía de transmisión electrónica (TEM) 
P180(T1)0.7(T5)0.3/pEGFP depositadas en rejillas de microscopía electrónica. E) Ejemplo de 
micrografía electrónica de transmisión de barrido (STEM) y microanálisis de rayos X que 
representa la presencia de nitrógeno (N) y fósforo (P) en el poliplejo de P180(T1)0.7(T5)0.3/pEGFP. 
Las imágenes de microscopía de fuerza atómica (AFM) de estos poliplejos 
depositados sobre superficies de mica mostraron partículas con alturas de alrededor de 
20 nm. Esta diferencia en los tamaños obtenidos por AFM y SEM podría deberse al 
colapso de las partículas catiónicas en la superficie de la mica aniónica, una situación 
que podría causar que la partícula se extienda sobre la superficie hidrófila empleada 
para la microscopía de fuerza atómica. La microscopía de transmisión electrónica (TEM) 
de los políplejos medianos y largos, confirmaron la presencia de partículas con 
diámetros de 60-70 nms. La diferencia de tamaño de los poliplejos obtenidos por 
microscopía electrónica (70 nm) y por DLS (90 nm) podría ser debido a un efecto de la 
desecación de los poliplejos en la superficie de la rejilla para los estudios de TEM y de la 
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esfera de solvatación de las partículas. Se llevó a cabo un barrido de microscopía de 
transmisión electrónica (STEM) para investigar los poliplejos y confirmar la presencia del 
DNA en las nanopartículas orgánicas. El microanálisis de rayos X de energía dispersiva 
de los nanoagregados, preparados en agua Milli-Q, confirmó la presencia de nitrógeno 
(N) y fósforo (P) en los poliplejos de P80(T1)0.7(T5)0.3 y P180(T1)0.7(T5)0.3 (Figura 166F). 
La detección de estos dos átomos confirma la presencia del plásmido dentro de las 
nanopartículas orgánicas observadas en el microscopio electrónico. 
5. Estudios mecanísticos 
Finalmente, llevamos a cabo experimentos de transfección con un plásmido 
marcado con una sonda fluorescente (plásmido CF, CF: carboxifluoresceína) para 
estudiar el mecanismo de internalización de los poliplejos y visualizar el plásmido 
mediante microscopía de fluorescencia (Figura 167). En primer lugar se procedió a 
cuantificar la internalización del plásmido en presencia de inhibidores de los diferentes 
mecanismos de endocitosis. Tal como se esperaba para los poliplejos de dimensión 
nanométrica y potencial zeta positivo, la absorción se redujo fuertemente a baja 
temperatura (4 oC), lo que indica una ruta de internalización es dependiente de la 
energía (Figura 167B). Dynasore, un inhibidor de la macropinocitosis y de todas las vías 
de internalización para liberar endosomas dependientes de dinamina (proteína 
implicada en la escisión de las vesículas), redujo la absorción de poliplejos a un nivel 
similar al observado a baja temperatura. Además, los tres inhibidores de mecanismos 
endocíticos específicos, cloropromazina para endocitosis mediada por clatrina, metil-β-
ciclodextrina para endocitosis mediada por caveolas y EIPA para macropinocitosis, 
mostraron efectos inhibidores parciales o fuertes en la absorción de los poliplejos 
formados. Todos estos experimentos sugirieron en la existencia de una combinación de 
diferentes mecanismos endocíticos que operaban al mismo tiempo para la absorción de 
las nanopartículas de polihidrazona/plásmido (Figura 167B).  
 
 




Figura 167. Mecanismo de captación y seguimiento de plásmidos. A) Esquema de estudios 
mecanísticos. Los poliplejos se prepararon con un plásmido marcado fluorescentemente 
(plásmido CF). B) Mecanismo de internalización del poliplejo. Las células HeLa se incubaron con 
los poliplejos formados por plásmido CF y P80(T1)0.7(T5)0.3 en ausencia o presencia de 
inhibidores de endocitosis y la internalización del plásmido marcado se cuantificó mediante 
citometría de flujo. 
A continuación, se llevó a cabo un experimento con un DNA marcado con una 
sonda fluorescente en el que se observaron las células a diferentes tiempos después de 
la transfección. En estos experimentos, los poliplejos marcados fluorescentemente se 
incubaron con las células durante cuatro horas, se lavaron cuidadosamente con medio 
y se incubaron adicionalmente en medio completo (10 % FBS) para el análisis de 
microscopía. Las imágenes mostraron un bajo nivel de unión celular de membrana y la 
señal marginal de los endosomas punteados para los poliplejos del polímero más corto 
P40(T1)0.7(T5)0.3 (Figura 168). Sin embargo, los poliplejos de las polihidrazonas de mayor 
longitud (P80(T1)0.7(T5)0.3 y P180(T1)0.7(T5)0.3), mostraron una fuerte señal de 
fluorescencia localizada a nivel de la membrana celular que aumentó hasta 6 horas 
después de la transfección. Como se esperaba, la señal de fluorescencia punteada 
correspondiente a los endosomas era visible una hora después de la transfección. 
Curiosamente, esta señal de fluorescencia todavía estaba presente después de cuatro 
días, lo que indica que los poliplejos permanecieron unidos a la superficie de la célula o 
internalizados en compartimentos endosómicos después de largos tiempos de 
incubación (Figura 168). Para corroborar estos experimentos, se realizaron lavados con 
heparina para eliminar los posibles poliplejos adheridos a la membrana celular, 
observándose una ligera disminución de la señal fluorescente, lo que indicaba la 
presencia de partículas extracelulares unidas a la membrana debido a que en el medio 
celular los poliplejos tienden a agregarse en la superficie de las células durante las 
primeras horas. 




Figura 168. Mecanismo de captación y seguimiento de plásmidos. Microscopía de 
epifluorescencia de lapso de tiempo de los tres poliplejos de las diferentes polihidrazonas de 
longitud (Pn(T1)0.7(T5)0.3, n = 40, 80 y 180) con el plásmido CF marcado fluorescentemente en 
células HeLa. [Pn(T1)0.7(T5)0.3]=8 μg/ml, [plásmido CF] = 2.5 ng/μL. Se tomaron imágenes de las 
células en diferentes momentos (1 hpt, 6 hpt, 1 dpt y 4 dpt). hpt: horas después de la 

















En resumen, en este capítulo, establecimos el potencial de las polihidrazonas 
para liberar plásmidos de DNA dentro de las células humanas. La estrategia nos permitió 
extraer rápidamente conclusiones importantes sobre la importancia del grado de 
polimerización para la condensación y el suministro del plásmido. En contraste con el 
siRNA corto (<25 pares de bases), el plásmido de DNA más grande (> 4.500 pares de 
bases) requirió un polímero más largo para la eficiente condensación del ADN, la 
translocación de la membrana y la entrada en el núcleo del cargo. La importancia de 
este estudio se basa en la versatilidad de la estrategia para realizar un cribado y 
optimización del vector polimérico hasta la identificación de los motivos químicos y 
estructurales particulares requeridos para el transporte de una carga particular. 
Además, la excelente capacidad de empaquetamiento de ADN, la buena eficacia de 
transfección y la excelente viabilidad celular confirmaron los polímeros de tamaño 
medio y mayor como vehículos poliméricos adecuados para la transfección de grandes 
cargas aniónicas. Por lo tanto, la metodología de activación de hidrazona "in situ" se 
confirma como una estrategia versátil para el cribado de vectores poliméricos 
adaptados para diferentes cargas. 
Además, los estudios mecanísticos con inhibidores endocíticos sugirieron que, 
aunque la macropinocitosis podría ser la principal vía de internalización, otros 
mecanismos endocíticos podrían estar operando al mismo tiempo. Sin embargo, la 
expresión plasmídica eficaz observada para los poliplejos de las polihidrazonas de 
tamaño medio y mayor (P80 y P180) demostró inequívocamente una liberación del 
plásmido de ADN de las vesículas endocíticas y su llegada a los núcleos de las células. 
Por lo tanto, la posibilidad de ajustar las propiedades químicas de los esqueletos 
poliméricos con un grado constante de polimerización, constituye una excelente 
alternativa para identificar posibles vehículos personalizados para diferentes cargos de 
ácidos nucleicos en una metodología totalmente soluble en agua y biocompatible, que 





















1. Materiales y métodos 
El ácido 2 - (((etiltio) carbonotioil) tio) -2-metilpropanoico (CTA) se sintetizó de 
acuerdo con los protocolos descritos en la literatura. La sal trisódica del ácido 8-
hidroxipireno-1,3,6-trisulfónico (HPTS) se adquirió de Sigma-Aldrich® y el bromuro de p-
xileno-bis-piridinio (DPX) se compró de InvitrogenTM. El lípido L-α-fosfatidilcolina de 
yema de huevo (EYPC) se adquirió de Avanti Polar Lipids, Inc. Todos los demás productos 
químicos se adquirieron de Sigma-Aldrich®, Scharlau, Panreac Química SLU, Fisher 
Scientific® o Acros® y se usaron sin más purificación. Todos los disolventes fueron de 
grado HPLC, adquiridos de Sigma-Aldrich® o Fisher Scientific®, y se utilizaron sin 
purificación adicional. 
Los espectros de cromatografía de exclusión por tamaño (SEC) se registraron en 
un Shimadzu Prominence LC-20A equipado con un detector Thermo Fisher Refractomax 
521 (Boc-P1) o un detector SPD20A UV-vis (P1). Boc-P1 se analizó utilizando 0.05 M LiBr 
en DMF a 60 ° C como eluyente y un caudal de 1 ml·min-1. El instrumento se equipó con 
una columna de protección Polymer Labs PolarGel (50 × 7,5 mm, 5 μm) seguida de dos 
columnas PLGel PL1110-6540 (300 × 7,5 mm, 5 μm). Los pesos moleculares se calcularon 
en base a un método de calibración estándar utilizando polimetilmetacrilato. La 
activación de P1 se analizó utilizando ácido acético 100 mM a pH 2,9 como eluyente y 
un caudal de 1 ml·min-1. El instrumento se equipó con una columna Shodex Asaphipak 
GF-510 HQ y una columna Shodex Asaphipak GF-310 HQ (300 × 7,5 mm, 5 μm). Las 
vesículas se homogeneizaron utilizando un Mini-Extrusor de Avanti Polar Lipids Inc. El 
polímero activado y el diámetro hidrodinámico Polyplex y el potencial de ζ se 
determinaron utilizando un Malvern Zetasizer Nano ZS90. Para experimentos celulares, 
se midió la absorbancia a 560 nm (ensayos de citotoxicidad) y fluorescencia (λex 489nm; 
λem 509nm, experimentos de transfección) utilizando un lector de microplacas (Infinite 
F2000pro Tecan). Los geles se resolvieron en una celda de electroforesis (Fisher 
Scientific UK), mientras que se usó una estación de imagen UV (Chem-genius, Syngene) 






2. Síntesis del aldehído de guanidinio (1)  
  
Figura 169: Síntesis del aldehído 1. a) N,N′-di-Boc-1H-pirazol-1-carboxamidina, DIPEA, 
CH3CN/H2O, 55 ºC, 73%.  b) 2-(1,3-dioxolan-2-il)etanamina, HBTU, DIEA, DCM rt, 80%. c) HCl 
3M, 60 ºC, 70%.  
Compuesto 7. β-alanine (6) (750 mg, 8.42 mmoles) se disolvió en CH3CN/H2O 
(6:1, 35 ml) y se trató con N, N'-di-Boc-1H-pirazol-1-carboxamidina (627 mg, 2.03 
mmoles) y N,N-diisopropiletilamina (DIPEA) (870 µl, 5.07 mmoles). La solución 
resultante se agitó durante 2 h a 55 ºC. La mezcla se extrajo con DCM (3 x 10 ml) y las 
capas orgánicas combinadas se lavaron con HCl acuoso (5%, 3 x 20 ml). La solución 
resultante se secó sobre Na2SO4, se filtró y se concentró a vacío. El residuo se purificó 
por cromatografía (DCM/MeOH 98:2→90:10), para dar 675 mg del compuesto 7 (73%). 
Los datos espectroscópicos coincidieron con los reportados en la literatura. Rf (90:10) = 
0.70).367 
Compuesto 8. Una solución de 7 (520 mg, 1.57 mmoles) en DCM (30 ml) se trató 
con TBTU (520 mg, 1.57 mmoles), 2- (1,3-dioxolan-2-il) etanamina (320 µl, 2.83 mmoles) 
y DIPEA (1 ml, 6.28 mmoles, agregados gota a gota). La mezcla de reacción se agitó a 
temperatura ambiente bajo atmósfera de argón durante 1 hora. La reacción resultante 
se lavó con HCl acuoso (5%, 3 x 20 ml) y NaHCO3 saturado acuoso (2 x 20 ml). La capa 
orgánica se secó con Na2SO4 anhidro, se filtró y se concentró a vacío. El residuo se 
purificó por cromatografía (gradiente DCM/MeOH 99: 1→ 90:10) para dar 542.6 mg de 
compuesto 8 (80%) (Figure 190). Rf (90:10) = 0.76. 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) δ (ppm) 
11.40 (s, 1H), 8.70 (t, 3JH,H = 4.9 Hz, 1H), 6.60 (m, 1H), 4.80 (td, 3JH,H = 4.3 and 0.7 Hz, 1H), 
                                                          





3.93 (2H, m), 3.83 (2H, m), 3.65 (2H, m), 3.40-3.30 (2H, m), 2.41 (t, 3JH,H = 6.2 Hz, 2H, m), 
1.85 (2H, m), 1.49 (9H, s), 1.48 (9H, s). 13C-NMR (500 MHz, CDCl3) δ (ppm) 170.0 (s), 
163.40 (s), 156.2 (s), 152.8 (s), 103.9 (d), 83.10 (s), 79.40 (s), 64.90 (t), 36.0 (t), 35.4 (t), 
34.7 (t), 32.80 (t), 28.30 (q), 28.0 (q). ESI-MS (H2O/CH3CN) m/z 431 (100, [M+H]+), 453 
(20, [M+Na]+). FTIR (neat) ν max 3314 (m sh, N-H), 3124 (w, N-H), 2975 (m sh, C-O), 1721 
(m sh, C=O), 1611 (s, N-H), 1409 (s, C-H), 1364 (s, C-H), 105 (s, C-O) cm-1. 
Compuesto1. Una solución del compuesto 8 (300 mg, 0.69 mmoles) en agua se 
trató con una solución acuosa de HCl (3M, 10 ml). La mezcla de reacción se agitó a 60 ºC 
durante 1 hora. A continuación, el disolvente se evaporó al vacío. El crudo de reacción 
se disolvió en H2O y se purificó por RP-HPLC. [Nucleosil 100-7 C18 H2O (0.1% TFA)/CH3CN 
(0.1% TFA) 100:0 (0→10 min), 100:0→75:35 (10→35 min), 0:100 (>35 min)]. Las 
diferentes fracciones recogidas (Rt = 4.0 min) fueron liofilizadas y conservadas a -20 °C 
para dar 90 mg del compuesto 1 (70%) (Figura 191 and 192). 1H-NMR (300 MHz, D2O) δ 
(ppm) 9.53 (s, 1H), 5.00-4.77 (m, 1H), 3.40-3.25 (m, 2H), 3.24-3.04 (m, 2H), 2.63 (m, 2H), 
2.52-2.29 (m, 2H), 1.94-1.73 (m, 1H), 1.70-1.60 (m, 2H). ESI-MS (H2O/CH3CN) m/z 187 
(100, [M+H]+, 205 (30, [M+H2O]+). HR-MS (MS): Calcd for C7H15N4O2: 187.1185; 
encontrado: 187.1190. FTIR (neat) ν max 3312 (m b, N-H), 3121 (m b, N-H), 2976 (w sh, 
C-O), 1722 (m, C=O), 1614 (s, N-H), 1363 (s, C-H) 1057 (s, C-O) cm-1. El análisis de RMN 
de 1 reveló una mezcla discreta de isómeros debido al potencial de la ciclación 
intramolecular y/u oligomerización del aldehído.368 El tratamiento de 1 con 
bencilhidroxilamina produjo la correspondiente oxima 9 como un producto único puro. 
 
Figure 170. Para determinar la pureza de la mezcla de isómeros presente en 1, esta mezcla se 
hizo reaccionar con bencilhidroxilamina para proporcionar la oxima 9 como un solo producto 
puro. Este resultado sugirió que todos los isómeros del compuesto 4 reaccionaron, bajo las 
condiciones de acoplamiento, para proporcionar la oxima deseada 5. 
Compuesto 9. Una solución del compuesto 1 (100 mM) en ácido acético acuoso 
(AcOHaq) (100 mM, pH = 4.5) se mezcló con 1.2 equivalentes de O-bencilhidroxilamina 
(100 mM) en DMSO. La mezcla se agitó a 60 ºC durante 2 h. El crudo se purificó por RP-
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HPLC [Nucleosil 100-7 C18 H2O (0.1% TFA)/CH3CN (0.1% TFA) 100: 0 (0→5 min), 100:0→ 
35:75 (5→35 min), 0:100 (>35 min)]. Las fracciones recogidas (Rt = 18.8 min) se 
liofilizaron y se almacenaron a -20 °C para dar 9.0 mg de compuesto 9 (80%) (Figuras 
193, 194 and 195). 1H-NMR (500 MHz, D2O) δ (ppm) 7.5 (t, 3JH,H = 6.4 Hz, 1H, Isomero E), 
7.43-7.35 (5H, m), 6.85 (t, 3JH,H = 5.7 Hz; 1H, Isomero Z), 5.10 (s, 2H, Isomero Z), 5.05 (s, 
2H, Isomero E), 3.40-3.30 (m, 4H), 2.59 (dd, 3JH,H = 12.3, 6.4 Hz, 1H), 2.40-2.30 (m, 3H). 
13C-NMR (500 MHz, D2O) δ (ppm) 173.5 (s), 152.2 (d) Isomero E, 152.0 (d) Isomero Z, 
137.2 (s), 137.0 (s), 128.6 (d), 128.3 (d), 128.2 (d), 128.1 (d), 128.0 (d), 75.39 (t) Isomero 
Z, 75.0 (t) Isomero E, 37.4 (t), 36.0 (t) Isomero Z, 35.9 (t) Isomero E, 34.7 (t) Isomero E, 
34.6 (t) Isomero Z, 29.2 (t), 25.7 (t). ESI-MS (H2O/CH3CN) m/z 292 (100, [M+H]+). HR-MS 
(ESI): Calcd for C14H22N5O2: 292.1771; encontrado: 283.1768. FTIR (neat) ν max 3369 (m 
b, N-H), 3246 (m b, N-H), 3010 (w, C-H), 1671 (s, C=O), 1491 (m, C=C), 1382 (m, N-O), 
1347 (s, C-H), 1120 (s) cm-1.  
3. Síntesis de los polímeros activados 
3.1. Síntesis del Poli(acriloil hidrazida) P1  
 
Figure 171: a) tert-butil carbazato, EDC, H2O/THF (2:1), 25 oC, 50%. b) CTA, ACVA, DMSO, 70 
oC, 73%. c) i. TFA, 25 oC; ii. H2O, NaHCO3, 25 oC, 92%. 
Compuesto 11: Se disolvieron ácido acrílico (10) (3.81 ml, 54.95 mmol) y 
carbazato de terc-butilo (8.89 g, 65.95 mmol) en una mezcla de H2O/THF (2:1, 180 ml) a 
temperatura ambiente. Se añadió clorhidrato de N- (3-dimetilaminopropil) -N'-
etilcarbodiimida (EDC) (11.75 g, 61.29 mmol) en porciones a la solución durante 15 
minutos y se dejó agitando durante 3 h. La reacción cruda se extrajo con EtOAc (3 x 75 
ml) y la capa orgánica se lavó con HCl 0,1 M (3 x 75 ml), H2O (50 ml) y salmuera (2 x 50 
ml). La fase orgánica se secó con Na2SO4 anhidro y el disolvente se eliminó a presión 
reducida para proporcionar el producto deseado como un sólido blanco. El producto 




obtener 5.05 g de un polvo cristalino blanco identificado como 11 (50%) (Figure 196). Rf 
= 0.87 (100% EtOAc). 1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 9.79 (s, 1H), 8.84 (s, 1H), 
6.17-6.20 (m, 2H), 5.69 (dd, 3JH,H = 7.8, 4.5 Hz, 1H), 1.40 (s, 9H). 13C-NMR (100 MHz, 
DMSO-d6) δ (ppm) 164.3 (s), 155.3 (s), 129.4 (d), 126.2 (t), 79.2 (s), 28.1 (q). IR (neat) ν 
max 3311 (m sh, N-H), 3221 (m sh, N-H), 2981 (w sh, C-H), 1715 (s sh, C=O), 1668 (s sh, 
C=O) cm-1. 
Boc-P1. Una solución de 4,4'-azobis (ácido 4-cianovalérico) (ACVA) (18.4 mg, 
0.064 mmol) en DMSO (1.5 ml) y una solución de CTA (72.3 mg, 0.322 mmol) en DMSO 
(1,5 ml) fue añadido secuencialmente a una solución de 1-carboxilato de terc-butil-2-
acriloilhidracina (11) (3.00 g, 16.095 mmol) en DMSO (14.88 ml). Se tomó una parte 
alícuota de 50 µL de esta solución en esta etapa para ayudar en el cálculo de la 
conversión. La mezcla de reacción se selló y se desgasificó con argón durante 30 
minutos. La solución desgasificada se dejó reaccionar a 70 oC durante 7 h. La reacción se 
detuvo dejándola enfriar a temperatura ambiente y exponiéndola al aire. Se tomó una 
parte alícuota de 50 µL de esta solución en esta etapa para ayudar en el cálculo de la 
conversión. El polímero se purificó por diálisis en agua. El agua se eliminó mediante 
liofilización y se secó en un desecador con P2O5 para obtener 2.2 g de Boc-P1 (Figura 
197) como un sólido blanco (73% de rendimiento). UV (DMSO) λmax 300 nm. 1H-NMR 
(300 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 9.22 (1H, br), 8.60 (1H, br), 2.03 (1H, br), 1.41 (11H, br). 
Conversión 80%. Mn (DMF GPC) 10270, ĐM (DMF GPC) 1.39. DP (UV-Vis) 45. 
3.2. Cálculo de la conversión 
Se tomaron alícuotas de 50 µL de la mezcla de reacción antes y después de la 
polimerización. Estas alícuotas se mezclaron con 50 µl de una solución madre 0.8 M de 
ácido siríngico (utilizado como estándar interno) y 650 µL de DMSO-d6. La conversión 
de monómeros se calculó mediante espectros de 1H-RMN comparando la integración de 
las señales de protones de vinilo de los monómeros (5.69 y 6.19 ppm) con la integración 
de los grupos aromáticos en el ácido siríngico (7.20 ppm). 
3.3. Cálculo del grado de polimerización (DP) utilizando UV 
El DP en Boc-P1 se calculó midiendo la absorbancia a 300 nm (λmax para Boc-




utilizando CTA (Figura 172 y Tabla 4). De esta manera, se estimó la cantidad (mg·mL-1) 
de tritiocarbamato en Boc-P1,369 y la relación entre las unidades monoméricas y los 
grupos finales fueron calculados. 
 
Figure 172: A) UV-vis de las soluciones de Boc-P1 (1.3 mg·mL-1) y CTA (0.03 mg·mL-1) en DMSO. 
B) Curvas de calibración que muestran la relación lineal entre la absorbancia y [CTA]. 
Poli (acriloil hidrazida) P1: Se añadió gota a gota ácido trifluoroacético (TFA) (15 
ml) a poli(tert-butil-2-acriloilhidrazina-1-carboxilato) (Boc-P1) (1.5 g) y la solución 
amarilla se agitó a temperatura ambiente durante 2 h. El exceso de TFA se eliminó a 
través de una corriente constante de argón y el aceite resultante se diluyó en agua (15 
ml). La sal de P1·TFA formada se neutralizó añadiendo NaHCO3 hasta que no se observó 
formación de espuma. La solución incolora se dejó agitar durante la noche. El polímero 
crudo se purificó por diálisis en agua. El agua se eliminó por liofilización y se secó en un 
desecador con P2O5 para proporcionar 650 mg de P1 (Figure 198) como un sólido blanco 
(92%). 1H-NMR (300 MHz, D2O) δ (ppm) 1.59-2.08 (br m, (3·DP)H), 1.01 (s, 3H), 0.95 (s, 
3H). 13C-NMR (100 MHz, D2O) δ (ppm) 174.9 (s), 40.2-40.5 (d), 34.4-35.7 (d). DP (1H-
NMR) 40. IR (neat) νmax 3254 (w br, N-H), 1609 (m br, C=O), 1428 (s sh) cm-1. 
3.4. Cálculo del DP usando 1H-RMN 
La DP en P1 se calculó a partir de los espectros de 1H-RMN comparando la 
integración de los sustituyentes metilo (0.95 y 1.01 ppm, 6 H) con la integración de la 
región alifática en el esqueleto del polímero (1.59-2.08 ppm) (Figura 173 y Tabla 4). 
                                                          
369 El DP de polimerización calculado de esta manera es aproximado. Las propiedades de absorción (es 
decir, coeficiente de extinción molar, λmax) para CTA y P1 no son necesariamente las mismas. De manera 
similar, no todas las cadenas de polímeros incorporarán un tritiocarbamato como grupo final. Sin embargo, 






Figure 173: 1H-NMR. Los espectros de P1 muestran la región relevante donde se pueden 













50:1 40 45 - 
P1 - - - 40 
a Calculado a partir del monómero inicial y las concentraciones de CTA utilizadas para la 
polimerización. 
b Calculado a partir del monómero inicial y la proporción de CTA y la conversión del monómero 
de 1H-NMR. 
c Calculado por UV-vis como estándar de CTA como la relación de monómero de ditiocarbamato 
en Boc-P1 (Figure 172).  
d Calculado por 1H-NMR, usando los grupos metilo como un estándar interno, como la relación 
entre el monómero y el grupo final (Figure 173). 
4. Conjugación del Poli(acriloil hidrazida) con aldehídos 
Se hizo reaccionar poli(acriloil hidrazida) (P1) en ácido acético acuoso (AcOHaq, 
100 mM, pH 3.0) con 6 equivalentes de una solución de diferentes fracciones molares 
de 1 y aldehído hidrófobo en DMSO. Por ejemplo, en un experimento modelo con 
aldehído de guanidinio puro (1 = 1), P1 (25 µl, 35 mM en AcOHaq) se hizo reaccionar 
con 1 (25 µl, 200 mM en DMSO) para proporcionar una concentración final de polímero 
activado 50 mM. En un experimento típico con una mezcla de aldehídos (1 = 0.85, 2 
= 0.15), 25 µl de una solución de P1 (35 mM en AcOHaq pH 3.0) se mezclaron con una 
solución de 25 µl compuesta por 3.8 µl de disolución de aldehído hidrófobo (200 mM en 




concentración final de polímero de 50 mM. Esta mezcla se agitó a 60 ºC durante 2 h. Se 
usaron polímeros activados sin purificación adicional en los experimentos de vesículas 
de transporte. 
4.1. Cálculo de la carga usando 1H-RMN 
La carga en P1-4-imidazolcarboxaldehído se calculó a partir de los espectros de 
1H-RMN comparando la integración del aldehído residual (9.7 ppm, XH) con el número 
total de protones en esa región (3H, 1H de aldehído o hidrazona, 2H del anillo de 4 -
imidazolecarboxaldehido). La señal a 6.0 ppm corresponde al acetal cíclico y se ha 
incluido en la integración general. 
 
Figura 174: A) Espectros de 1H-RMN. P1 (1.3 mg / ml) se incubaron (<1 h) con cantidades 
crecientes de 4-imidazolcarboxaldehído. Desde abajo: 0.3, 0.6 y 0.9 eq. de 4-
imidazolecarboxaldehido. B) Integración del aldehído residual (9.7 ppm) contra el número total 
de protones (3H) en esta región. 
5. Dispersión dinámica de la luz del P1(1)85(2)15 
P1(1)85(2)15 se preparó de acuerdo con el procedimiento general para la 
conjugación de pol (acriloil hidrazida) con aldehídos. La concentración final en el 
recipiente de reacción fue de 17 mM. De esta disolución madre, se diluyeron 20 µl con 
1980 µl de agua MilliQ para obtener una concentración final de 17 µM de polímero 
activado. Para los conjugados de ADN, se diluyeron 20 µl de una disolución madre del 
polímero activado 17 mM con 1960 µl de agua MilliQ y se agregaron 20 µl de ADN 2 µM 
de esperma de Herring y la mezcla se mezcló suavemente mediante pipeteo y se 





Figura 175: Datos representativos de la dispersión dinámica de la luz para P1(1)85(2)15 en ausencia y 
presencia de dsDNA (ADN de arenque). A) Curvas de la función de autocorrelación (ACF) y B) 
distribuciones de intensidad medidas en agua milli-Q. [polímero activado] = 17 µM. C) Diámetro y D) 
Potencial para el polímero activado representativo P1(1)85(2)15 = 3 µM al aumentar las fracciones molares 
de isovaleraldehído (2 = 0-1). 
6. Evaluación del transporte a través de las membranas: Experimentos 
vesiculares 
6.1. Preparación de vesículas unilamelares grandes (LUV) 
Se preparó una película lipídica delgada evaporando una solución de EYPC (25 
mg) en MeOH/CHCl3 (1:1, 1 ml) en un rotavapor (a temperatura ambiente) y luego se 
sometió a  vacío durante la noche. La película resultante se hidrató con 1.0 ml de tampón 
(5 mM HPTS, 16.5 mM DPX, 10 mM Tris, 72 mM NaCl, pH 7.4) durante más de 30 
minutos, se sometió a ciclos de congelación y descongelación (5 x) y extrusiones (15 x) 
a través de una membrana de policarbonato (tamaño de poro 100 nm). Los 
componentes extravesiculares se eliminaron por filtración en gel (Sephadex G-50) con 
10 mM Tris, 107 mM NaCl, pH 7.4. Condiciones finales: ~5 mM EYPC; interior: 5 mM 
HPTS, 16.5 mM DPX, 10 mM Tris, 72 mM NaCl, pH 7.4; exterior: 10 mM Tris, 107 mM 




6.2. Evaluación del transporte de ácidos nucleicos a través de EYPC-LUV 
Las soluciones madre de EYPC-LUV (5 µl) se diluyeron con tampón (Tris 10 mM, 
NaCl 107 mM, pH 7.4), se colocaron en una cubeta de fluorescencia termostatizada (25 
° C) y se agitaron suavemente (volumen total ~ 2000 µl; concentración final de lípidos ~ 
13 µM). El flujo de HPTS se controló a λ 511 nm (λex 413 nm) en función del tiempo 
después de la adición del polímero activado (20 µl en tampón DMSO/AcOH, t = 25 s), 
ácido nucleico (NA, 20 µl de solución madre 2 µM en tampón, t = 50 s) y tritón acuoso 
X-100 (1.2%, 40 µl, concentración final de 370 µM, t = 225 s). Tiempo total del 
experimento = 250 s. Las intensidades de fluorescencia se normalizaron a la intensidad 
de emisión fraccional I (t) utilizando la ecuación 3. 
Ecuación 3:  𝐼(𝑡) = (𝐼𝑡 − 𝐼0)/(𝐼∞ − 𝐼0) 
donde I0 = Es en la adición de NA, 𝐼∞= Es en la saturación después de la lisis. La 
concentración efectiva para el polímero activado o NA - EC50 - y el coeficiente de Hill - n 
- se determinaron representando la actividad fraccional (Y = I (t) a la saturación justo 
antes de la lisis, t = 200 s) en función del polímero activado o la concentración de NA 
[Analito] y ajustándolos a la ecuación de Hill (Ecuación 4). 






donde Y0 es Y sin NA (o polímero activado), Ymax es Y con un exceso de polímero activado 
(o NA) en la saturación, EC50 es la concentración de NA (o polímero activado) requerida 






Figura 176: A) Cambios en la intensidad de emisión fraccional I (t) para EYPC-LUVs⊃HPTS/DPX 
después de la adición de polímero activado (17 µM, 1: 0.85 y 5: 0.15) a t = 25 s, ADN de 
arenque (Concentraciones finales de 5 µM a 0,15 nM) en t = 50 seg y Triton-X (concentración 
final de 370 µM) en t = 225 seg. B) Curva de dosis-respuesta obtenida de la gráfica de la actividad 
fraccional frente a la concentración de polímero activado y ajuste a la ecuación de Hill (Ecuación 
4) YMAX = 51.10 ± 2.3%, EC50 = 0.33 ± 0.3 µM, n = 1.43 ± 0.47. 
 
Figura 177: Cambios en la intensidad de emisión fraccional I (t) y la curva de dosis-respuesta 
para el transporte de ADN de arenque (2 µM) en EYPC-LUVs⊃HPTS/DPX en presencia de 
polímero activado (17 µM, 1: 0.75 y Hidrofóbico: 0,25). A) Hidrofóbico = benzaldehído y en 
B) Hidrofóbico = isovaleraldehído (2). El aumento en la fluorescencia observado 
inmediatamente después de la adición del polímero activado representa los perfiles de rotura 





Figure 178: A) Cambios en la intensidad de emisión fraccional I (t) para el transporte de ADN de 
arenque (2 µM) en EYPC-LUVs⊃HPTS/DPX en presencia de polímero activado (17 µM) preparado 
a partir de 2 (0.9-0.1) en ausencia de aldehído catiónico (1 = 0). B) La misma gráfica para los 
polímeros activados (17 µM) preparados con fracciones molares más altas de 2 (2 = 0.5, 0.75 o 
0.9) y 1 = 1 - 1. C) El mismo control que no muestra actividad en las vesículas para el polímero 















Figura 179: Cambios en la intensidad de emisión fraccional I (t) (A) y la curva de dosis-respuesta 
(B) para el transporte de ADN de arenque (2 µM) en EYPC-LUVs⊃HPTS/DPX con concentraciones 





Tabla 5: EC50 (µM), YMAX (%) y n para el transporte de ADN de arenque (125 µM) en EYPC-
LUVs⊃HPTS/DPX con concentraciones crecientes de polímero activado P1(1)85(n)15 preparado 
de 15% de aldehído hidrófobo (2-18) y 85% de 1. Todos los experimentos se realizaron por 
triplicado. P1(1)85(n)15 representa P1: Polímero 1; (1) 85: aldehído de guanidinio a 1 = 0,85; (n) 






7. Línea celular y cultivos 
Las células HeLa que expresan establemente la proteína fluorescente verde 
mejorada (HeLa-EGFP) se mantuvieron en el Medio Eagle modificado por Dulbecco 
de Life TechnologiesTM (DMEM, alto contenido de glucosa, GlutaMAXTM, piruvato) 
suplementado con 10% (v / v) de suero fetal bovino (FBS) de HycloneTM (Thermo 
Fisher Scientific Inc) y 500 µg·mL-1 de Geneticin® (Life TechnologiesTM). La 
transfección de HeLa-EGFP se realizó en el mismo medio, libre de suero y 
antibióticos. Las incubaciones de células se llevaron a cabo en una incubadora de CO2 
a 37 ºC/5%. 
7.1. In Vitro Screening para la transfección del siRNA  
Las soluciones madre del polímero activado se prepararon en DMSO/AcOHaq 
(v/v) como se describió anteriormente y se diluyeron con DMSO para proporcionar un 
rango de concentraciones de soluciones madre de (3-0.1 mM). Estas soluciones madre 
luego se diluyeron secuencialmente con medio DMEM libre de suero y antibióticos para 
proporcionar la concentración final en las células (17-0.3 µM). Las soluciones de los 
complejos poliméricos activados formados por siRNA/polímeros se prepararon 
recientemente antes de los experimentos de transfección. Se agregaron 10 µl de la 
solución de siRNA (1 µM en DMEM) y 8 µl de disolución de polímero activado en 
concentraciones variables en DMEM, Glucosa alta, GlutaMAXTM, DMSO al 10% (v/v), a 
190 µl de DMEM completo, GlutaMAXTM , y la mezcla se homogeneizó mediante 
pipeteo. Luego, se aspiró el medio celular de una placa de 96 pocillos y se agregaron 50 
µl de la mezcla en cada pocillo. La concentración final de DMSO en cada pocillo fue de 
0.125% (v/v). Después de 4 horas de transfección, el medio se aspiró y se reemplazó por 
100 µl de DMEM fresco completo, GlutaMAXTM, piruvato, suplementado con FBS al 10% 
(v/v). La caída total de fluorescencia se cuantificó después de 72 horas en un lector de 
placas de micropocillos (Infinite F2000pro Tecan). Para los polímeros activados de mejor 
rendimiento, en la concentración más eficiente y menos tóxica, se prepararon 
disoluciones de siRNA a diferentes concentraciones (Tabla 6). Para los experimentos de 
control y normalización, la transfección con Lipofectamine® RNAiMAX se realizó de 





Tabla 6: Condiciones empleadas en la optimización de los experimentos de transfección. Todos 
los experimentos se realizaron a una concentración final de polímero activado P1(1)𝛘1(2)𝛘2 de 
4 µM. 
2 a [siRNA] (nM)b siRNA (pmol) 








0.3 14 1.5 
0.4 14 1.5 
a Fracción molar de 1 = 1 - 2. b[siRNA] se refiere a la concentración final de siRNA. 
7.2. Transfección en HeLa-EGFP 
HeLa-EGFP se transfectaron con Ambsi® Silencer® GFP (EGFP) siRNA (siEGFP) de 
Life Technologies ™ o con ARN aleatorizado (siMock, All Star Negative Control) de 
Qiagen. 72 h después de la transfección de siRNA, se eliminó el sobrenadante celular y 
se midió la expresión de EGFP mediante fluorimetría (λex 489nm; λem 509nm). El 
porcentaje de caída de la expresión de EGFP se calculó como el porcentaje de 
disminución de fluorescencia observado en células transfectadas con siEGFP en 
comparación con la transfección con siMock con los mismos reactivos en las mismas 
condiciones. El porcentaje de viabilidad celular se calculó como el porcentaje de 
fluorescencia restante en muestras transfectadas con siMock en comparación con las 
células no transfectadas en DMEM completo, GlutaMAX ™ y piruvato, suplementado 
con 0.125% (v/v) DMSO. 
Lipofectamine® RNAiMAX se usó como control positivo de la transfección de siRNA en 
la selección in vitro de polímeros activados en HeLa-EGFP. La calidad de los 
experimentos de transfección se evaluó calculando el factor Z utilizando la Ecuación 5,  




En donde µ representa el valor medio y  la desviación estándar correspondiente de las 




transfectadas con mezcla de siEGFP y polímeros activados o Lipofectamine® RNAiMAX) 
y negativo (n= no células transfectadas en medio suplementado con 0.125% (v/v) DMSO) 
controles (µp, σp, y µn, σn). Un factor Z entre 0.5 y 1.0 indica un excelente ensayo, 0.5 
es equivalente a una separación de 12 desviaciones estándar entre µp y µn (Figura 180). 
 
Figura 180: RFUs y factor Z para la desactivación de la proteína EGFP en HeLa-EGFP con el 
polímero activado (1: 0.85 y Hidrofóbico: 0.15) o Lipofectamine® RNAiMAX. 
 
Figura 181: Eficacia de transfección (porcentaje de EGFP Knockdown) en HeLa-EGFP por 2 µM 





Figura 182: Unidades fluorescentes relativas (RFU) para los experimentos de transfección de 
siRNA. En todos los casos y en todas las concentraciones, los experimentos de transfección se 
realizaron con siRNA (rojo) y siMock (experimento de control negativo en azul). En todos los 
casos, las fracciones molares fueron 1=0,85 y Hidrofóbico=0,15. a) Hexanal (3), P1(1)85(3)15, 
b) Naftaldehído (4), P1(1)5(4)15, c) Benzaldehído (5), P1(1)85(5)15, d) La desactiavción de la 
proteína EGFP en HeLa-EGFP solo se observa para el isovaleraldehído (2), P1(1)85(2)15. Se obtuvo 
un factor Z satisfactorio para las diferentes concentraciones: 0,3 µM: 0,91, 1 µM: 0,89, 2 µM: 
0,65, 4 µM: 0,46; 8 µM: 0,79, 17 µM: 0,88. 
Para optimizar la concentración de polímero activado, las células HeLa-EGFP se trataron 
con los poliplejos siEGFP/polímero activado con diferentes concentraciones finales de 
polímero activado o diferentes fracciones molares de 2 (Figura 183). 
 
Figura 183: A) Eficacia de transfección en células HeLa-EGFP a una concentración constante de 
siRNA (14 nM) y concentraciones crecientes de polímero activado (1 = 0,85 y Hidrofóbico = 
0,15). B) Eficacia de transfección en HeLa-EGFP a una concentración constante de siRNA (14 nM) 
y una concentración constante de polímero activado (4 µM) preparada a partir de diferentes 




Para optimizar la concentración de siRNA, las células HeLa-EGFP se trataron con los 
poliplejos siEGFP/polímero activado, a una concentración constante de polímero 
activado (12.25 µM) y con concentraciones variables de siEGFP (Figura 184). 
 
Figura 184: Eficacia de transfección en HeLa-EGFP a una concentración constante de polímero 





Figura 185: Eficacia de transfección en HeLa-EGFP a una concentración constante de polímero 
activado (4 µM, 1 = 0,85 e Hidrofóbico = 0,15) y concentraciones crecientes de siEGFP. 
 
8. Viabilidad celular: ensayo MTT 
La viabilidad celular se estableció mediante un ensayo MTT estándar (Figura 
186). Un día antes del ensayo, se colocó una suspensión de células HeLa-EGFP en placas 
de cultivo de 96 pocillos (Poliestirol transparente de fondo plano Costar 96) agregando 
100 µl (∼30,000 células) por pocillo. Al día siguiente, se aspiró el medio y se incubaron 




polímero activado (50 µl/pocillo). Después de 4 h de incubación a 37ºC, el medio se 
aspiró y se reemplazó por medio fresco (DMEM) que contenía FBS al 10% (100 µl). Las 
células de control se incubaron con medio de cultivo celular (100 µl de medio final). La 
viabilidad se midió cuantificando la capacidad celular para reducir el tinte de tetrazolio 
soluble en agua 3-4,5-dimetiltiazol-2,5-difenil tetrazolio de bromuro (MTT) a su sal de 
formazán insoluble. A las 72 h, se añadió MTT (5 mg/ml en PBS, 10 μl/pocillo) a los 
pocillos y las células se incubaron más durante 4 h. El sobrenadante se eliminó 
cuidadosamente y la sal de formazán insoluble en agua se disolvió en DMSO (100 
µl/pocillo). Se midió la absorbancia a 560 nm. Los puntos de datos se recolectaron por 
triplicado y se expresaron como valores normalizados para células de control sin tratar 
(100%). 
 
Figura 186: Viabilidad celular del ensayo de MTT en células HeLa-EGFP a una concentración 
constante de siRNA (14 nM). A) Concentraciones crecientes de polímero activado (1 = 0.85 y 
Hidrofóbico = 0.15). B) Concentración constante de polímero activado (4 µM) y con diferentes 






Para investigar más a fondo la viabilidad celular en presencia del polímero P1, el 
polímero activado P1(1)85(2)15 y Lipofectamine® RNAiMAX realizamos experimentos de 
viabilidad adicionales (en células HeLa) a las concentraciones de los experimentos de 
transfección. Siguiendo el mismo protocolo descrito anteriormente, pero sin reemplazo 
del medio después de las 4 horas iniciales, las células se incubaron en presencia de de 
Lipofectamine® RNAiMAX, P1 el polímero activado P1(1)85(2)15 (Figura 187). 
 
Figura 187: Comparación de la viabilidad celular (ensayo MTT en células HeLa) a las 
concentraciones de los experimentos de transfección para el polímero y para Lipofectamine® 





9. Caracterización de los poliplejos 
9.1. Radio hidrodinámico y ζ-potencial 
Se diluyeron 10 µl de soluciones madre de polímero activado en agua Milli-Q 
para obtener las concentraciones finales deseadas (67-4 µM) y se mezclaron con una 
solución de siRNA (10 nM, 995 µl en agua MilliQ) antes de medir. Para medir el polímero 
activado solo, los 995 µl de solución de siRNA se reemplazaron por la misma cantidad 
de agua destilada. El agua destilada se filtró a través de un filtro de jeringa de nailon 
(0.45 µm) antes de su uso. Todos los experimentos se realizaron a 25 ºC y los valores 
medios y las desviaciones estándar se obtuvieron de los triplicados. 
 
Figure 188: Diametro (A) y ζ-potencial (B) representativos para los poliplejos formados por 
siMock/polímero activado. [siMock] = 14 nM. Polímero actvado (1 = 0.85 and 2 = 0.15). 
9.2. Ensayo de electroforesis de gel 
siRNA premezclado/Poliplejos del polímero activado (3 pmol) se cargaron en un 
gel de agarosa al 2%. Los geles se corrieron a 100 V durante 60 min en tampón TAE (Tris 





Figura 189: Ensayo de electroforesis de gel. siMock (carril 1) y siMock/polímero activado con 
relaciones molares de 2 (carril 2), 4.3 (carril 3), 8.3 (carril 4), 16.7 (carril 5), 33.3 (carril 6) y 66.7 
(carril 7) fueron cargados. [siRNA] = 14 nM en todos los casos. [Polímero activado] = [P1(1)85(2)15] 
= 28 nM (carril 2), 60 nM (carril 3), 0.12 µM (carril 4), 0.23 µM (carril 5), 0.46 µM (carril 6), 0.93 

















































Figura 191: RP-HPLC [Nucleosil 100-7 C18, H2O (0.1% TFA)/CH3CN (0.1% TFA) 100:0 (0→10 
min), 100:0→75:35 (5→35 min), 0:100 (>35 min)] (Rt 4.0 min) y ESI-MS para el compuesto 1.  

















Figura 193: RP-HPLC [Nucleosil 100-7 C18, H2O (0.1% TFA)/CH3CN (0.1% TFA) 100:0→80:20 
(5→35 min), 0:100 (>35 min)] para la reacción de 1 con bencilhidroxilamina. El cromatograma 




Figura 194: RP-HPLC [Nucleosil 100-7 C18, H2O (0.1% TFA)/CH3CN (0.1% TFA) 100:0 (0→5 
min), 100:0→35:75 (5→35 min), 0:100 (>35 min)] para el compuesto 9. 














































































1. Materiales y métodos 
Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) se registraron en un 
Bruker Avance III 300 MHz, un espectrómetro Bruker Avance III 400 MHz, un Varian 
Mercury 300 MHz o un Varian Inova 500 MHz. Los cambios químicos se reportan en ppm 
(δ unidades) con referencia a las siguientes señales de disolvente: DMSO-d6 δH 2.50, 
D2O δH 4.79 y CDCl3, δH 7.26. Los espectros de infrarrojos (IR) se registraron en un 
espectrómetro Perkin Elmer Spectrum Two FT-IR. Los espectros ultravioleta-visibles 
(UV-vis) se registraron en un espectrofotómetro UV-vis de barrido doble V5 Campsec 
M550. 
La cromatografía de permeación en gel (GPC) se realizó con un Shimadzu 
Prominence LC-20A equipado con un detector Thermo Fisher Refractomax 521 y un 
detector SPD20A UV-vis. La diálisis se llevó a cabo en agua desionizada a temperatura 
ambiente durante un mínimo de 48 horas utilizando una membrana de 38 mm de ancho 
Spectra/Por 6 1000 Molecular cut-off (MWCO). Las células se mantuvieron en una 
incubadora de CO2 INCO 108 (Memmert). Se usó un lector de microplacas Tecan Infinite 
F200Pro para medir la fluorescencia de las células que expresan EGFP en placas de 96 
pocillos de cultivo celular, así como la absorbancia de UV-Vis para los ensayos de 
viabilidad. La citometría de flujo se realizó en un citómetro Guava easyCyteTM y los 
datos se analizaron con el software InCyte incluido en GuavaSoft 3.2 (Millipore). Los 
estudios de microscopía se realizaron en un microscopio de epifluorescencia Nikon 
Eclipse Ti-E utilizando una cámara digital Andor Zyla 4.2. La dispersión dinámica de la luz 
(DLS) y el potencial zeta (ζ) se adquirieron en un Malvern Nano ZS equipado con un láser 
HeNe (633 nm). Se detectó la luz dispersa en un ángulo de 90º. 
2. Síntesis de PnT1χTm1- χ  
2.1. terc-Butil-2-acriloilhydracina-1-carboxilato 
 
Se disolvieron ácido acrílico (3.8 ml, 55.00 mmol) y carbazato de terc-butilo (8.9 




añadió clorohidrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (11.8 g, 61.3 
mmol) en porciones a la solución durante 15 minutos y se dejó en agitación durante 3 
h. La solución se extrajo con acetato de etilo (EtOAc) (3 x 75 ml) y la fase orgánica se lavó 
con HCl 0,1 M (3 x 75 ml), H2O (50 ml) y salmuera (2 x 50 ml). La fase orgánica se secó 
con Na2SO4 y el disolvente se eliminó a presión reducida para proporcionar el producto 
final como un sólido blanco. El producto se purificó por recristalización en EtOAc (70ºC 
a temperatura ambiente) para proporcionar un polvo cristalino blanco.(5.1 g, 50%): Rf = 
0.87 (100% EtOAc); 1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 9.79 (s, 1H), 8.84 (s, 1H), 6.17–
6.20 (m, 2H), 5.69 (dd, 3JH,H = 7.8, 4.5 Hz, 1H), 1.40 (s, 9H). 
13C-NMR (100 MHz, DMSO-
d6) δ (ppm) 164.3 (s), 155.3 (s), 129.4 (d), 126.2 (t), 79.2 (s), 28.1 (q). FTIR (neat) νmax 
3311 (m sh, N–H), 3221 (m sh, N–H), 2981 (w sh, C–H), 1715 (s sh, CvO), 1668 (s sh, CvO) 
cm-1. 
2.2. Poli(terc-butil-2-acriloilhidracina-1-carboxilato) (Boc-P40) 
 
Una solución de 4,4'-azobis (ácido 4-cianovalérico) (V-501) (18.4 mg, 64.0 μmol) 
en DMSO (1.5 ml) y una solución de CTA (72.3 mg, 322.2 μmol) en DMSO (1.5 ml) se 
agregaron secuencialmente a una solución de terc-butil-2-acriloilhidracina-1-
carboxilato (3.0 g, 16.1 mmol) en DMSO (14.9 ml). Se tomó una parte alícuota de 50 μL 
de esta solución en esta etapa para ayudar en el cálculo de la conversión. La mezcla de 
reacción se selló y se desgasificó con argón durante 30 minutos. La solución 
desgasificada se dejó reaccionar a 70ºC durante 7 h. La reacción se detuvo dejándola 
enfriar a temperatura ambiente y exponiéndola al aire. Se tomó una parte alícuota de 
50 μL de esta solución en esta etapa para ayudar en el cálculo de la conversión. El 
polímero se purificó por diálisis en agua. El agua se eliminó mediante liofilización y se 
secó en un desecador con P2O5 para obtener 2.2 g de Boc-P40 en forma de un polvo 




(br, 1H, NH), 8.60 (br, 1H, NH), 2.03 (br, 1H, CH2CH), 1.41 (br, 11H, 9H in C(CH3)3, 2H in 
CHCH2). Conversión 86%; DPth 43. Mn (DMF GPC) 10270; Đ (DMF GPC) 1.36. 
2.3. Poli(terc-butil-2-acriloilhidracina-1-carboxilato) (Boc-P80) 
 
Una solución de 4,4'-azobis (ácido 4-cianovalérico) (V-501) (11.1 mg, 38.8 μmol) 
en DMSO (1,5 ml) y una solución de CTA (41,2 mg, 184,4 μmol) en DMSO (1,5 ml) se 
agregaron secuencialmente a una solución de terc-butil-2-acriloilhidracina-1-
carboxilato (3.4 g, 18.3 mmol) en DMSO (11.9 ml). Se tomó una parte alícuota de 50 μL 
de esta solución en esta etapa para ayudar en el cálculo de la conversión. La mezcla de 
reacción se selló y se desgasificó con argón durante 30 minutos. La solución 
desgasificada se dejó reaccionar a 70ºC durante 8 h. La reacción se detuvo dejándola 
enfriar a temperatura ambiente y exponiéndola al aire. Se tomó una parte alícuota de 
50 μL de esta solución en esta etapa para ayudar en el cálculo de la conversión. El 
polímero se purificó por diálisis en agua. El agua se eliminó mediante liofilización y se 
secó en un desecador con P2O5 para proporcionar 1.92 g de Boc-P80 en forma de un 
polvo blanquecino. (77%). UV (DMSO) λmax300 nm; 1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 
(ppm) 9.22 (br, 1H, NH), 8.60 (br, 1H, NH), 2.03 (br, 1H, CH2CH), 1.41 (br, 11H, 9H in 
C(CH3)3, 2H in CHCH2); Conversión 77%; DPth 77; Mn (DMF GPC) 20306; Đ (DMF GPC) 
1.52. 






Una solución de 4,4'-azobis (ácido 4-cianovalérico) (V-501) (3.9 mg, 13.6 μmol) 
en DMSO (1.5 ml) y una solución de CTA (15.5 mg, 69.0 μmol) en DMSO (1.5 ml) se 
agregaron secuencialmente a una solución de terc-butil-2-acriloilhidracina-1-
carboxilato (2.5 g, 13.5 mmol) en DMSO (11.9 ml). Se tomó una parte alícuota de 50 μL 
de esta solución en esta etapa para ayudar en el cálculo de la conversión. La mezcla de 
reacción se selló y se desgasificó con argón durante 30 minutos. La solución 
desgasificada se dejó reaccionar a 70ºC durante 20 h. La reacción se detuvo dejándola 
enfriar a temperatura ambiente y exponiéndola al aire. Se tomó una parte alícuota de 
50 μL de esta solución en esta etapa para ayudar en el cálculo de la conversión. El 
polímero se purificó por diálisis en agua. El agua se eliminó mediante liofilización y se 
secó en un desecador con P2O5 para proporcionar 665 mg de Boc-P180 en forma de un 
polvo blanquecino. (26 %). UV (DMSO) λmax 300 nm; 1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 
(ppm) 9.22 (br, 1H, NH), 8.60 (br, 1H, NH), 2.03 (br, 1H, CH2CH), 1.41 (br, 11H, 9H in 
C(CH3)3, 2H in CHCH2); Conversión 89%; DPth 178; Mn (DMF GPC) 44826; Đ (DMF GPC) 
1.95. 
2.5. Poli(acriloil hydracida) Pn 
 
En un experimento típico, se añadió gota a gota ácido trifluoroacético (TFA) (15 
ml) a poli(terc-butil-2-acriloilhidracina-1-carboxilato) (Boc-Pn) (1,5 g) y la solución 
amarilla se agitó a temperatura ambiente durante la noche. El exceso de TFA se eliminó 
a través de una corriente constante de argón y el aceite resultante se diluyó en agua (15 
ml). La sal de Pn·TFA formada se neutralizó añadiendo NaHCO3 hasta que no se observó 
espuma. La solución incolora se dejó agitar durante la noche. El polímero crudo se 
purificó por diálisis en agua. El agua se eliminó mediante liofilización y se secó en un 
desecador con P2O5 para obtener 650 mg de Pn como un polvo blanco (92%). (Figura 
210) 1H-NMR (300 MHz, D2O) δ (ppm) 1.59–2.08 (br m, (3·DP)H), 1.01 (s, 3H), 0.95 (s, 
3H). 13C-NMR (100 MHz, D2O) δ (ppm) 174.9 (s), 40.2–40.5 (d), 34.4–35.7 (d). FTIR (Boc-
Pn, neat) νmax 3246 (w br, N–H), 1709 (m br, CvO), 1675 (m br, CvO) cm-1; IR (Pn, neat) 




3. Caracterización del Boc-Pn y Pn 
Se analizó la poli(acriloil hidrazida) protegida con Boc (Boc-Pn) utilizando LiBr 
0.05 M en dimetilformamida (DMF) a 60 °C como eluyente y un caudal de 1 ml·min-1. El 
instrumento se equipó con una columna de protección Polymer Labs PolarGel (50 × 7.5 
mm, 5 μm) seguida de dos columnas PLGel PL1110–6540 (300 × 7.5 mm, 5 μm). Los 
pesos moleculares se calcularon en base a un método de calibración estándar utilizando 
polimetilmetacrilato (Figura 209). 
La poli(acriloil hidrazida) Pn se analizó utilizando una solución salina tamponada 
con fosfato de Dulbecco 0.0095 M (PO4) sin Ca y Mg como eluyente y un caudal de 1 
ml·min-1. El instrumento se equipó con una columna Agilent PL aquagel-OH (300 × 7,5 
mm, 8 mm) y se aplicó a 35 °C. 
El grado de polimerización (DP) en Pn se calculó a partir de los espectros de 1H-
RMN comparando la integración de los sustituyentes metilo (0.95 y 1.01 ppm, 6 H) con 
la integración de la región alifática en el esqueleto del polímero (1.59-2.08 ppm). (Tabla 
7 y Figuras 213 y 214). 
Polímeroa DPNMRb Mnc Đc 
P40 49 10918 1.37 
P80 106 18446 1.33 
P180 162 --d --d 
Tabla 7. Grado de polimerización, Mn y para tres muestras de Pn. a Se refiere al grado teórico de 
polimerización (Pn) basado en la conversión durante la polimerización de terc-butil-2-
acriloilhidracina-1-carboxilato.370 bCalculado a partir de la integración del pico de 1H-NMR de las 
señales de metilo frente a las señales del esqueleto de alquilo. cCalculado por GPC y calibrado 




                                                          
370 Crisan, D. N., Creese, O., Ball, R., Brioso, J. L., Martyn, B., Montenegro, J., Fernandez-Trillo, F.  







Figura 199. Esquema sintético para la síntesis de las poli(acriloil hidrazidas). a) Polimerización 
por RAFT por incubación con CTA y V-501 a 70 ºC. La reacción se detuvo enfriando a temperatura 
ambiente y Boc-Pn se purificó por diálisis en agua Milli-Q. b) La desprotección del polímero se 
realizó con TFA, seguido de neutralización con NaHCO3, diálisis y liofilización. Más detalles en la 
sección experimental descrita anteriormente. 
 
Figure 200. Optimización de la relación molar para P80T1χT51-χ. A) Porcentaje de células que 
expresan EGFP cuantificadas por citometría de flujo. [P80T1 χT51- χ] = 8 µg/mL; [LF] = 6.6 µg/mL; 
[pEGFP] = 2.5 ng/µL. B) Estimación de la relación de cargas (N/P) para P80T1χT5χ /pEGFP de los 
poliplejos en función de la fracción molar del aldehído oleico (χT5; (χT1 = 1 - χT5)) para 8 µg/mL 
(correspondiente para 200 µM de monómero) del polímero y 2.5 ng/µL para pEGFP. Para los 
cálculos, se consideró una carga de polímero del 70%, una carga positiva para cada T1 









Figura 201. Citometría de flujo de células transfectadas. Diagrama de puntos de la intensidad 
de SSC frente a EGFP que muestra la región seleccionada como células EGFP positivas para el 
análisis. Se puede observar un aumento en la granularidad y la fluorescencia para P80 y P180, 
probablemente debido a que los complejos permanecen asociados con las células. Muestras 
representativas de células no tratadas, células transfectadas con pEGFP usando 8 µg/mL 
P40T10.7T50.3, P80T10.7T50.3 y P180T10.7T50.3, incubados con el plásmido solo o transfectados con 6.6 
μg/mL de Lipofectamine 2000. Las células consideradas positivas para EGFP están representadas 






Figura 202. Eficiencia de transfección en células HeLa utilizando diferentes concentraciones de 
polímeros. A) Las células HeLa se transfectaron con policlplexes preparadas con una 
concentración constante de pEGFP (2,5 ng / µL) y cantidades crecientes PnT10.7T50.3. El número 
de células positivas para EGFP se determinó 72 hpt por citometría de flujo. En todos los casos, 
χT1 = 0.7 and χT5 = 0.3. Los datos se muestran como la media de tres experimentos 
independientes; las barras de error indican la SD (desviación estándar). B) Relaciones de carga 
pronosticadas (N/P) a diferentes concentraciones del polímero. Los cálculos se realizaron como 
en la Figura 200B.C) Datos obtenidos para cada experimento. Los datos se muestran como la 
media de tres réplicas, las barras de error indican la SD (desviación estándar). C es el control de 
células no transfectadas, P es el control de células incubadas con plásmido en ausencia del 
reactivo de transfección y LF es el control de células transfectadas con Lipofectamine 2000. 
 
 
Figure 203. Imágenes de SEM para el poliplejo PnT10.7T50.3/pEGFP. [pEGFP] = 2.5 ng/µL, 





Figure 204. Imagen de AFM y perfil topográfico del complejo P180T10.7T50.3 (8 µg/mL) con el 
plásmido pEGFP (2.5 ng/µl) en mica.  
 
Figure 205. Imágenes representativas de TEM para el polplejo PnT10.7T50.3/pEGFP A) con 
P80T10.7T50.3 B) con P180T10.7T50.3. Las muestras se tiñeron con ácido fosfotústico. En todos los 





Figura 206. Efecto de los lavados con heparina sobre la acumulación de los poliplejos. Se 
incubaron células HeLa con los complejos preparados con plásmido-CF y P80T10.7T50.3, 
P180T10.7T50.3, o Lipofectamine 2000 (LF); [PnT10.7T50.3] = 8 µg/mL, [CF-plasmid] = 2.5 ng/µL, [LF] = 
6.6 µg/mL. Se tomaron imágenes de un conjunto de células para cada condición (fila superior) a 
1 hpt (horas posteriores de transfectar) sin lavar, y luego se lavaron a 4 hpt con medio completo 
y se tomaron imágenes de nuevo a 6 hpt y 24 hpt. El otro conjunto (fila inferior) se lavó tres 
veces con 1 mg/ml de heparina en PBS a 1 hpt o a 6 hpt, antes de la adición de DMEM completo 
sin análisis de fenol rojo y microscopía. Las muestras lavadas a 6 hpt se obtuvieron imágenes de 





Figura 207. Mapa de plásmidos pEGFP-C1. Este plásmido comercial contiene el gen EGFP bajo 
el control del promotor de CMV, seguido de un sitio de multiclonación (MCS), para la inserción 
de otras secuencias, y una señal de poliadenilación. Además de esta región directamente 
involucrada en la expresión de EGFP, el plásmido contiene un marcador de resistencia 
(KanR/NeoR) bajo el control de un promotor bacteriano y eucariótico que permite la selección 
de células que contienen plásmidos con Kanamicina (bacteria) o G-418 (células eucarióticas) y 
un origen de replicación bacteriano (origen ColE1). El mapa de plásmidos se creó con ApE (un 
editor de plásmidos) basado en la información del proveedor. 
 
Figure 208. Caracterización de terc-butil-2-acriloilhidracina-1-carboxilato. A) espectro de 1H-







Figura 209. Cromatograma de GPC para las tres muestras de Boc-Pn. 
 
Figura 210. Caracterización del polímero. A) Espectros de 1H-RMN representativos para Boc-Pn 
(arriba) en DMSO-d6 y poli(acriloil hidrazida) P40 (abajo) en D2O. B) Espectro representativo de 
13C para poli(acriloil hidrazida) P40 en D2O. C) Espectro representativo de IR para Boc-P40. D) 
Espectro de IR representativo para P40. 






































Figura 211. Espectros de 1H-RMN para tres muestras de Pn en D2O que muestran la integración 
de la cadena principal de la cadena alquilo frente a los dos grupos metilo terminales. 
